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RESUMO

O aumento da producdo de biodiesel tem causado um aumento repentino na producdo
de glicerol residual, criando um excesso desse produto no mercado. O glicerol pode ser
utilizado como fonte de carbono em processos biotecnoldgicos, incluindo a producdo de
carotenoides. Os carotenoides microbianos tém sido estudados e seu potencial reconhecido ao
longo dos anos. O género Rhodotorula é conhecido por sua capacidade de biossintetizar
carotenoides, tais como [-caroteno, toruleno e torularrodina, em diferentes proporgdes. Este
género tem sido estudado devido a seu potencial para producdo industrial de carotenoides,
uma vez que oferecem vantagens sobre os outros géneros em termos de taxa de crescimento
elevada e uso de substratos de baixo custo. Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho
foi demonstrar a aplicabilidade do glicerol bruto como fonte de carbono na producdo de
pigmentos carotenoides por linhagens do género Rhodotorula através de fermentacao
submersa. O meio de cultura utilizado nos processos fermentativos apresentou a seguinte
composi¢do em (g.L1): glicerol: 20,0; extrato de levedura: 1,0; K2HPO4: 1,0; (NH4)2S04: 5,0
e MgS04.7H20: 0,5. Para tanto foram preparados 100 mL de meio, inoculados com 0,1 g.L™!
massa seca, e incubado a 30°C, 150 rpm por 24 h em agitador orbital. Posteriormente o meio
fermentado foi transferido para um frasco de 2L contendo 400 mL de meio e incubado por 48
horas. O meio de cultura contendo 500 mL foi utilizado para inocular o fermentador, onde o
crescimento prosseguiu por 240 horas a uma taxa de aeracdo de 1,0 vvm™'. As amostras foram
retiradas em intervalos regulares de 24 horas para determinacdo de biomassa, glicerol,
produtividade, cromaticidade a* e carotenoides. Apos os testes preliminares da investigagdo,
selecionaram-se trés linhagens do género Rhodotorula (R. lactosa CCT 2057, R. glutinis
URM 5724 e R. aurantiaca URM 5726) capazes de produzir biomassa e sintetizar
carotenoides através do glicerol P.A como fonte de carbono. Ensaios de aumento volumétrico
do meio de fermentagdo realizados com Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 e
Rhodotorula aurantiaca URM 5726 compararam o desempenho de glicerol bruto e P.A na
produgdo de biomassa. Os testes em Erlenmeyers de 2 L revelaram o melhor desempenho de
glicerol bruto na producdo de biomassa rica em carotenoides, registrando-se 6,2 + 0,1 g.L!
nos cultivos com Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 e produtividade em biomassa de
0,069 + 0,007 g.L-".h! utilizando glicerol bruto como fonte de carbono. No teste de inéculo
realizado em biorreator, selecionaram-se os tempos de 48 horas de fermentagdo (fase
exponencial) e 120 horas (fase estaciondria) para as duas cepas. Nas fermentacdes realizadas
em biorreatores de 3 L com Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 empregando o glicerol
bruto como fonte carbono, observou-se que a inoculagdo da suspensdo proveniente de um
cultivo de 48 h de propagacao influenciou maiores valores de produgdo de biomassa (6,35 +
0,3 g.L'") e produtividade (0,080 + 0,004 g.L'h'). Os testes em biorreatores também
revelaram que a temperatura de incubagio de 30 °C e controle do pH em 6 foram as melhores
condigdes para a sintese de biomassa e carotenoides. Os cultivos mantidos a 30 °C registraram
6,5+ 0,3 g.L! de biomassa e 0,546 = 0,02 mg.g"' de carotenoides. As fermenta¢des mantidas
em pH 6 apresentaram os maiores valores de producdo de carotenoides (0,576 + 0,02 mg.g™).
O aumento da concentragdo do indculo e as estratégias de alimentacdo do biorreator, nas
condi¢des avaliadas, ndo impactaram consideravelmente no aumento da produgdo de
biomassa e carotenoides por R. mucilaginosa CMIAT 164.

Palavras-Chave: Rhodotorula, fermentacdo, biomassa, carotenoides.
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ABSTRACT

The increased production of biodiesel has caused a sudden increase in the production of
glycerol, creating an excess of this product on the market. Glycerol can be used as
biotechnological processes carbon source, including the carotenoids production. The
microbial carotenoids have been studied and its potential recognised over the years. The
genus Rhodotorula is renowned for its ability to biossintetizar carotenoids, such as -carotene,
toruleno and torularhodin, in different proportions. This genus has been studied due to their
potential for industrial production of carotenoids, once that offer advantages over other genres
in terms of high growth rate and use of low cost substrates. In this context, the main objective
of this work was to demonstrate the applicability of crude glycerol as a carbon source on
production of carotenoids pigments for the genus Rhodotorula by submerged fermentation.
The culture medium used in fermentation processes performed as follows in (g. L™!): glycerol:
20.0; yeast extract: 1.0; KaHPO4:1.0; (NH4) 2S04:5.0 and 4.7 MgSO.H20: 0.5. For both were
prepared 100 mL of medium, inoculated with 0.1 g L' dry mass, and incubated at 30° C, 150
rpm for 24 hours in orbital shaker. Subsequently the fermented medium was transferred to a 2
L bottle containing 400 mL and incubated for 48 hours. The culture medium containing 500
mL was used to inoculate the fermentor, where growth continued for 240 hours under aeration
rate of 1.0 vvm'!. The samples were taken at regular intervals of 24 hours for determination of
biomass, glycerol, productivity, the chromaticity a* and carotenoids. After the preliminary
tests of research, selected three strains of Rhodotorula genus (R. lactosa CCT 2057, R.
glutinis URM 5724 e R. aurantiaca URM 5726) capable of producing biomass and synthesize
carotenoids via glycerol. Testing of volumetric expansion of the fermentation medium with
Rhodotorula mucilaginous CMIAT 164 and Rhodotorula aurantiaca 5726 URM compared
the performance of raw glycerol and biomass production. In tests of 2 L Erlenmeyer flasks
revealed the best performance of crude glycerol in the production of biomass rich in
carotenoids, registering 6.2 + 0.19 g.L"! in Rhodotorula mucilaginous CMIAT 164 crops and
biomass productivity of 0.069 + 0.007 g.L''.h"! using crude glycerol as a carbon source.
Inoculum test held in bioreactor, selected the times of 48 hours of fermentation (exponential
phase) and 120 hours (stationary phase) for the two strains. In the fermentations conducted in
3 L bioreactors with Rhodotorula mucilaginous CMIAT 164 employing crude glycerol as
carbon source, it was observed that the inoculation of the suspension from a 48 h culture
propagation influenced higher biomass production values (6.35 + 0.3 g L") and productivity
(0.080 £ 0.004 g.L'.h"). The tests also revealed that the bioreactors in incubation temperature
of 30 °C and pH control in 6 were the best conditions for the synthesis of biomass and
carotenoids. The cultures kept at 30 °C registered biomass 6.5 + 0.3 g.L! and 0.546 = 0.02
mg.g!' of carotenoids. Fermantations kept at pH 6 showed higher carotenoids production
values (0.576 + 0.02 mg.g™!). Increase in the concentration of the inoculum and the feeding
strategies of bioreactor, under the conditions evaluated no impact considerably on increasing
the production of biomass and carotenoid by R. mucilaginosa CMIAT 164.

Keywords: Rhodotorula, fermentation, biomass, carotenoids.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento da produgdo de biodiesel tem causado um aumento na produgdo de
glicerol residual, criando um excesso desse produto no mercado (SAENGE et al., 2011). Até
poucos anos atras, o glicerol ndo estava disponivel a baixo custo para prever sua utilizagdo em
larga escala. No entanto, com o desenvolvimento recente e continuo da producado de biodiesel,
agora ¢ concebivel imaginar um mercado de glicerol como matéria prima para diferentes
bioprocessos (OCHOA-ESTOPIER et al., 2010).

Em varios paises europeus, o glicerol bruto é simplesmente tratado como um novo tipo
de efluente industrial e, sua eliminacdo podera causar sérios problemas ambientais em um
futuro proximo (LIANG et al., 2010; ANDRE et al., 2010; MU; XIU; ZHANG, 2008).
Portanto, fazem-se necessarias pesquisas atuais para descobrir novos usos do glicerol bruto,
fazendo com que a producdo do biodiesel seja mais rentavel e sustentavel (SAENGE et al.,
2011; SILVA et al., 2009). No entanto, mesmo considerando-se as inumeras possibilidades do
uso do glicerol bruto em bioprocessos, devem-se estabelecer investigagdes mais robustas
sobre o tema, uma vez que esse substrato tem uma composi¢do bastante complexa. Além de
impurezas, o glicerol bruto contém sais de potassio, sddio e metanol que podem comprometer
o desenvolvimento microbiano (RWYINSKA et al., 2013).

Relevantes pesquisas tem sido realizadas com o intuito de sintetizar produtos de alto
valor agregado, a partir da bioconversdo do glicerol bruto derivado do biodiesel. Neste
contexto, ¢ pertinente apresentar a possibilidade de uso do glicerol como fonte de carbono
para bactérias e leveduras sob condi¢des aerdbicas e anaerdbicas para a obtengdo de energia
metabolica (SAENGE et al., 2011; ZHU; ZONG; WU, 2008; RIVALDI et al., 2008) e sua
tranformacdo via microbioldgica em metabolitos de interesse industrial (MEINICKE, 2008).
O glicerol bruto pode ser utilizado por micro-organismos como substrato para obtencdo de
diferentes bioprodutos: 1,3-propanodiol, biobutanol, 4cidos organicos, lipidios, enzimas e
biomassa microbiana, dentre outros, em fermentacdes realizadas por leveduras, fungos ou
algas, através de operacdes de Dbatelada, batelada alimentada ou continuas
(CHATZIFRAGKOU et al., 2011; CHEIRSILP; KITCHA; TORPEE, et al, 2012;
TACCARI, et al., 2012). Além disso, estudos recentes tem demonstrado o uso do glicerol
bruto para a producao de carotenoides (CUTZU et al., 2013; LIU et al., 2012; SAENGE et al.,
2011).
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Os carotenoides sdo pigmentos naturais, amplamente distribuidos na natureza, com
vasta diversidade de estruturas e fungdes que vao desde o seu papel original evolutivo na
fotossintese, como pigmentos antioxidantes, até como precursores da vitamina A
(FRENGOVA; BESHKOVA, 2009; SQUINA; MERCADANTE, 2003). Existe um interesse
crescente no uso de carotenoides, devido as suas habilidades como antioxidantes naturais e
sequestrantes de radicais livres, auxiliando na prevencdo de doencas degenerativas como o
cancer, doengas cardiovasculares, estagios patologicos e envelhecimento (MAROVA et al.,
2012; MALDONADE; RODRIGUEZ-AMAYA; SCAMPARINI, 2008).

Os carotenoides sintetizados por micro-organismos t€ém sido continuamente estudados
e seu potencial reconhecido. A principal razdo pelo interesse de utilizar micro-organismos
para produzir carotenoides, relaciona-se a facilidade de aumentar a sintese desse composto
pela manipulagdo ambiental e genética. Os custos de carotenoides produzidos por
fermentagdo também podem ser minimizados pelo uso de subprodutos industriais de baixo
custo como fonte de nutrientes (AKSU; EREN, 2005; NELIS; LEENHEER, 1991;
MALDONADE; RODRIGUEZ-AMAY A; SCAMPARINI, 2008).

Dentre os micro-organismos produtores de carotenoides tais como: Streptomyces
chrestomyceticus, Blakeslea trispora, Phycomyces blakesleeanus, Flavobacterium sp. e
Phaffia, destaca-se o género Rhodotorula. E um género amplamente distribuido na natureza e
com capacidade de biossintetizar carotenoides como B-caroteno, toruleno e torularrodina, em
diferentes propor¢des. Este género tem sido estudado devido a seu potencial para produgdo
industrial de carotenoides, uma vez que oferece vantagens significativas sobre os outros
géneros: elevada taxa de crescimento e capacidade de utilizar substratos de baixo custo, como
aveia, trigo, cevada, milho, caldo ou melago de cana-de-agucar, soro do leite, soro de queijo,
farinha de feijao hidrolisada, extratos de soja e farinha de milho (ALMANZA et al., 2014;
MALISORN; SUNTORNSUK, 2008, 2009; AKSU; EREN, 2005, 2007; PARK et al., 2005).

Diante deste contexto apresentado, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar a
aplicabilidade do glicerol, como fonte de carbono de baixo custo na produgdo de pigmentos
carotenoides, por linhagens do género Rhodotorula através de fermentacdo submersa. Para tal,

foram delimitados os seguintes objetivos especificos:

e Seclecionar linhagens do género Rhodotorula capazes de sintetizar carotenoides

utilizando glicerol P.A como fonte de carbono;

e Comparar o emprego do glicerol bruto procedente da cadeia produtiva do biodiesel

de soja com o glicerol P.A, utilizando as espécies Rhodotorula mucilaginosa CMIAT



164 € Rhodotorula aurantiaca URM 5726;

e Ampliar a escala do processo fermentativo empregando as leveduras Rhodotorula
mucilaginosa CMIAT 164 e Rhodotorula aurantiaca URM 5726, utilizando glicerol

bruto como fonte de carbono;

e Avaliar parametros operacionais (temperatura e pH) do processo fermentativo da
producdo de carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 em biorreator

de bancada;

e Comparar os regimes de conducdo (batelada simples e alimentada) do processo
fermentativo na produ¢do de carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164

em biorreator de bancada;

e Extrair e quantificar os carotenoides intracelulares produzidos por Rhodotorula
mucilaginosa CMIAT 164 nos ensaios de controle de temperatura ¢ pH, batelada

alimentada e aumento do volume de inoculo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Producéao de biodiesel e a geragao do glicerol

A National Biodiesel Board dos Estados Unidos, convencionalmente, define o
biodiesel como derivado monoalquil-éster de 4cidos graxos de cadeia longa, proveniente de
fontes renovaveis, como 6leos vegetais e/ou gordura animal, cuja utilizacdo estd associada a
substituicdo de combustiveis fosseis sem alteragdes nos motores de ignigdo por compressao
(NATIONAL BIODIESEL BOARD, 1996). As especificagcdes do biodiesel sdo estabelecidas
pela American Society of Testing and Materials (ASTM), através da ASTM D6751/2002.

O biodiesel ¢ um combustivel alternativo atualmente produzido em vérias partes do
mundo. Nos ultimos anos, um crescimento exponencial da produgdo de biodiesel tem sido
observado na Unido Européia e nos Estados Unidos (RWYINSKA et al., 2013). A industria
do biodiesel tornou-se importante devido a escassez de combustiveis de origem fossil e
também ao aumento da consciéncia sobre a questdo ambiental.

O Brasil foi pioneiro no uso de energia limpa (em relacao ao balango de CO:) e fontes
de energia (biocombustiveis), quando o governo decidiu substituir gasolina por alcool em
1973. Em meados de 1980, cerca de 95% dos automdveis produzidos no Brasil, foram
alterados para a combustdo do etanol. Veiculos flex de combustivel, que foram projetados em
2003, representam hoje mais de 80% dos automoéveis vendidos no Brasil. O uso de
biocombustiveis certamente continuara crescendo, assim como a disponibilidade de petroleo
serd claramente limitada. Estimativas mostraram um declinio gradativo na producdo de
petréleo e de acordo com algumas projecdes € possivel que as reservas de petréleo sejam
completamente esgotadas em 2050 (SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

Atualmente existem, no Brasil, 58 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela
ANP (Agéncia Nacional do Petrdleo) para operagdo, correspondendo a uma capacidade total
autorizada de 21.046,79 m®/dia. A capacidade de producdo do biodiesel no Nordeste
brasileiro, em usinas autorizadas para realizar a operagio, é de 1265,13 m?/dia. No Cear4, a
produgdo do biodiesel é de 301,71 m3/dia. A Medida Provisoria n° 647, de 28 de maio de
2014, convertida na Lei n° 13.033, de 24 setembro de 2014, dispde sobre a adi¢do obrigatéria
de biodiesel ao 6leo diesel comercializado com o consumidor final. Por meio do referido

dispositivo legal, o percentual obrigatorio do biodiesel misturado ao 6leo diesel passou de 5%



para 6% a partir do dia 1° de julho de 2014, chegando a 7% em 1° de novembro de 2014
(APROBIO-ANP 2014).

Desde a sua implementacdo, em julho, ja se verifica forte crescimento da producao de
biodiesel no Pais: no primeiro més da entrada em vigor da elevagdo para 6% do teor deste
biocombustivel, a produgdo cresceu 26%, atingindo o recorde mensal 302 mil m?. Dados
preliminares, com base nas entregas dos leildes promovidos pela ANP, mostram que a
producdo em setembro de 2014 foi de 303 mil m*. No acumulado do ano, a producdo atingiu
2.434 mil m?, um acréscimo de 12,7% em relacdo ao mesmo periodo de 2013 (2.160 mil m?)
(Figura 1). Essa elevacdo na mistura de biodiesel ao diesel consolida o Brasil entre os dois
maiores produtores de biodiesel no mundo, junto com os Estados Unidos, ultrapassando
definitivamente os tradicionais produtores europeus (os primeiros a utilizarem este
biocombustivel em larga escala). O aumento da mistura permitird ainda o melhor
aproveitamento da capacidade de producdo de biodiesel no pais e beneficiara agricultores
familiares, com gera¢ao de renda. A lei determina que o biodiesel, necessario a adigdo
obrigatdria ao 6leo diesel, devera ser fabricado preferencialmente a partir de matérias primas

produzidas pela agricultura familiar (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2014).
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Figura 1 — Produgédo de Biodiesel Acumulada
Fonte: Ministério de Minas e Energia - Boletim Mensal dos Combustiveis Renovaveis do Ministério de Minas e
Energia (n° 80, setembro de 2014, p. 5)

Cerca de 73% das matérias-primas utilizadas na fabricagdo do biodiesel sdo soja,
cultivada por pequenos, médios e grandes agricultores. Em segundo lugar estd o sebo bovino
(22%) e em seguida as demais matérias-primas que correspondem a 5% da produgdo do
biodiesel: 6leos de algodao, fritura, girassol e outros. Em 2013, o Brasil foi o segundo maior
consumidor de biodiesel, atras somente dos Estados Unidos da América. A Figura 2 mostra o
consumo anual de biodiesel dos EUA, Alemanha, Argentina e Brasil. No Brasil o consumo
brasileiro foi de aproximadamente 2,4 milhdes de metros cubicos até setembro de 2014

(MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2014).
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Figura 2 — Consumo de Biodiesel
Fonte: Ministério de Minas e Energia - Boletim Mensal dos Combustiveis Renovaveis do Ministério de Minas e
Energia (n° 80, setembro de 2014, p. 14)

Todavia, o crescente aumento da produ¢do mundial de biodiesel gera,
concomitantemente, um aumento consideravel na disponibilidade do glicerol, criando um
excesso de oferta no mercado do processo de fabricagao do biodiesel (OH et al., 2011).
Geralmente, cerca de 4,53 kg de glicerol bruto ¢ gerado para cada 45,3 kg de biodiesel
produzido. O glicerol ¢ um material de utilidade notadvel, com aplicagdo nas mais
diversificadas areas. Uma combinacdo unica de propriedades fisicas e quimicas, o torna um
produto tecnicamente versatil e de facil manuseio, relativamente compativel com muitas
outras substancias. Fisicamente, o glicerol ¢ um liquido viscoso soluvel em é4gua, incolor,
quase inodoro, higroscopico, com um elevado ponto de ebulicdo. Quimicamente, o glicerol ¢
um alcool tri-hidrico, capaz de reagir como um alcool, estavel sob a maioria das condi¢des
(AYOUB; ABDULLAH, 2012).

Entretanto, o excesso de producdo do glicerol e sua eliminacgdo indiscriminada podem
causar sérios problemas ambientais. Acredita-se que o refinamento do glicerol bruto a altos
graus de pureza consoma muita energia, desencadeando elevacdo nos custos da producio.
Assim, uma das muitas aplicagdes promissoras para o uso de glicerol € a sua bioconversao em
compostos de alto valor agregado através de fermentagdes microbianas. O glicerol nao ¢
somente barato e abundante, mas possui maior grau de redug¢do que os agucares, oferecendo
oportunidade de obter produtos quimicos reduzidos, como o succinato, etanol, xilitol,
propionato, hidrogénio, etc., a rendimentos mais elevados do que aqueles obtidos utilizando
acucares (LIU; MEI; KOH, 2011; MANTZOURIDOU; NAZIRINI; TSIMIDOU, 2008).

Para o seu desenvolvimento seja sustentavel, ¢ sobretudo necessdrio garantir que o

glicerol possa ser produzido continuamente sem competir com a industria de alimentos (XU et
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al., 2012). Uma das principais preocupagdes dos produtores de glicerol ¢ a redugdo
significativa do preco resultante do crescimento rapido da producdo de biodiesel

(GONCALVES et al, 2014; EASTERLING et al., 2009; TACCARI et al., 2012).

2.2 Definigdo e caracteristicas do glicerol

O glicerol (1,2,3 propanotriol ou glicerina) foi descoberto por Scheele em 1779
durante o processo de saponificacdo de azeite de oliva. Pasteur (1858) também observou sua
forma¢do como um subproduto da fermentagdo alcodlica, em concentracdes de 2,5 a 3,6% do
conteudo de etanol, podendo ser o glicerol o segundo maior produto formado durante a
fermentagdo alcoolica (REHM, 1988). Segundo Ayoub e Abdullah (2012), o glicerol possui
um alto teor de carbono (52,8%) e contetdo de oxigénio (36,2%). Devido a estas
caracteristicas o glicerol tem sido considerado um composto valioso, tornando-se uma fonte
de energia renovavel para varias aplicagdes, tais como, medicamentos, produtos alimenticios
e cosméticos.

O termo glicerol aplica-se somente ao componente quimico puro 1,2,3-propanotriol
enquanto o termo glicerina aplica-se aos produtos comerciais purificados. (AYOUB;
ABDULLAH, 2012; MOTA; SILVA; GONCALVES, 2009). Varios niveis e designagdes de
glicerina estdo disponiveis comercialmente. Eles diferem um pouco em seu conteudo de
glicerol e em outras caracteristicas, tais como cor, odor ¢ impurezas. A chamada glicerina
loira ¢ normalmente utilizada para designar a glicerina oriunda dos processos de produgao do
biodiesel, onde a fase glicerinosa sofreu um tratamento 4cido para neutralizagdo do
catalisador e remocdo de acidos graxos eventualmente formados no processo. Em geral, esta
glicerina contém cerca de 80% de glicerol, além de agua, metanol e sais dissolvidos (MOTA;
SILVA; GONCALVES, 2009).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas do glicerol. O glicerol pode ser classificado em
trés categorias principais: glicerol bruto, glicerol purificado e glicerol sintetizado
comercialmente. As diferengas entre o glicerol purificado e comercial s3o minimas, enquanto
entre o glicerol bruto e purificado as diferencas sdo notadamente maiores. Como também
destacado na Tabela 1, o glicerol bruto pode apresentar entre 60-80% de pureza. Da mesma
forma, o teor de umidade, cinzas e sabdo estdo presentes em maior quantidade no glicerol
bruto. O glicerol bruto ¢ ligeiramente mais acido que demais tipos de glicerol, bem como,
possui cor escura caracteristica devido a presen¢a de impurezas (AYOUB; ABDULLAH,
2012).



Tabela 1 — Parametros de qualidade de diferentes categorias de glicerol

Parametros Glicerol bruto Glicerol purificado Glicerol comercial
Contetdo de glicerol (%) 60 - 80 99,1 -99,8 99,2 -99.,8
Umidade (%) 1,5-6,5 0,11-0,8 0,14 - 0,29
Cinzas (%) 1,5-25 0,054 <0,002
Sabao (%) 3,0-5,0 0,56 N/A
Acidez (pH) 0,7-1,3 0,10-0,16 0,04 - 0,07
Cloreto (ppm) ND 1,0 0,6-9,5
Cor (APHA) Escuro 34 -45 1,8-10,3

Fonte: Ayoub e Abdullah (2012)

O glicerol ¢ um polidlcool que estd presente em diferentes espécies, incluindo protistas
unicelulares e mamiferos. No entanto, ¢ dificil encontrarmos o glicerol na sua forma “livre”
nesses organismos, pois geralmente se encontra como um triglicerideo combinado como, por
exemplo, a acidos graxos (MORRISON, 1994). A molécula de glicerol contém trés grupos
hidroxila (-OH) que sdo hidrofilicas responsaveis por sua solubilidade em 4gua e a sua
natureza higroscopica. Por conseguinte, o glicerol ¢ uma substancia “multiuso” com muitas
aplicagdes tais como: uma fonte renovavel de produtos biodegradaveis, aplicagdes no
processo de refinaria verde e pode ter um grande valor ambiental exigido pela sociedade
moderna que favorece a ndo-dependéncia de esgotar as fontes de petréleo (AYOUB;
ABDULLAH, 2012). O glicerol, desde 1959, ¢ reconhecido como substincia atoxica,
permitido como aditivo em alimentos, e também considerado como substancia “GRAS”
(Generally Regraded as Safe) pela FDA, orgao regulador de alimentos ¢ medicamentos dos
Estados Unidos. No Brasil, seu uso em produtos alimenticios ¢ assegurado pela Resolugdo de
n°® 386, de 5 de Agosto de 1999 (ARRUDA; RODRIGUES; FELIPE, 2007).

O glicerol bruto ¢ o principal subproduto da produgdo do biodiesel e por nao haver
legislagdo para a regulamentagdao do descarte de glicerina, a producdo do biodiesel pode
causar graves problemas ambientais, caso a glicerina ndo seja devidamente aproveitada. Com
a producdo crescente de biodiesel sdo geradas quantidades consideraveis desse residuo.
Dependendo da matéria-prima utilizada para produzir o biodiesel, o glicerol residual obtido
pode conter varias espécies quimicas comuns como o metanol, sabao, bem como fésforo,
potéssio, cdlcio, silicio, sodio e compostos de zinco, em diversas quantidades. Observa-se
assim a necessidade do incentivo ao desenvolvimento de novas tecnologias que utilizem este
co-produto evitando seu descarte no ambiente (BERNARDINO et al., 2013; PETRIK et al.,
2013; ABAD; TURON, 2012; XU et al., 2012).



2.3 Uso do glicerol em processos Biotecnolégicos

Na industria de alimentos o glicerol ¢ utilizado como aditivo alimentar em func¢ao de
suas propriedades estabilizantes, antioxidantes, seqiiestrastes, emulsificantes e umectantes.
Como produto farmacéutico sua aplicagdo se deve a sua alta viscosidade, o que permite sua
utilizagdo em xaropes. Também ¢ considerado como um agente crioprotetor em micro-
organismos, pois ndo permite a formacdo de cristais de gelo na célula, mantendo a
estabilidade da parede celular e vitalidade da mesma durante o processo de congelamento para
sua conservacdo. Além das aplicacdes na industria de alimentos, terapéuticas e em
diagnosticos, o glicerol ¢ ainda empregado para producao de resinas e poliésteres devido a sua
reatividade polifuncional e também como lubrificante na industria téxtil além de poder ser
utilizado como solvente de muitos compostos (ZHOU et al.,, 2014; SILVA; MACK;
CONTIERO, 2009; ARRUDA; RODRIGUES; FELIPE, 2007; WANG et al., 2001). Muitas
espécies de animais como vacas, porcos, galinhas e frangos sdo alimentadas com suplementos
a base de glicerol residual (PETRIK et al., 2013; ABAD; TURON, 2012).

A valorizagdo biotecnologica mais comum de glicerol refere-se a sua conversdo em
1,3-propanodiol. Além disso, o glicerol bruto vem sendo utilizado como substrato para a
produgdo de outros metabdlitos microbianos, tais como acidos organicos, polidis, lipideos
microbianos e biomassa em fermentagdes por espécies de leveduras, fungos ou algas em
batelada descontinua alimentada ou operacdes continuas (CHATZIFRAGKOU et al., 2011;
ANDRE et.al., 2010). Carotenoides, acido citrico, acido succinico, polihidroxialcanoatos,
acidos graxos poliinsaturados e ramnolipideos sdo também produtos de valor agregado
obtidos por fermentacao a base de glicerol (PETRIK et al., 2013; ABAD; TURON, 2012;
TACCARI et al., 2012; RYWINSKA et al., 2010; PAPANIKOLAOU et al., 2002).

O glicerol ¢ abundante na natureza, uma vez que ¢ o componente estrutural de
diversos lipideos, podendo ser produzido por fermentagdo microbiana ou sintese quimica a
partir de matéria-prima petroquimica. Devido a sua ampla ocorréncia na natureza, muitos
micro-organismos conhecidos podem utilizar naturalmente o glicerol como Unica fonte de
carbono e energia. A substituicdo de fontes de carbono tradicionais, como a glicose, por
fontes menos onerosas tem um impacto positivo sobre a economia do bioprocessos. A
redu¢do de custos em meios de crescimento, com o minimo de efeitos indesejados, €
fundamental para uma potencial aplicacdo industrial. A fonte de carbono poderia ser
responsavel por 25-45 % dos custos totais de produgdo. Residuos agro-industriais sdo fortes

candidatos para este papel, porque esses residuos possuem algumas das caracteristicas
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desejadas, ou seja, precos baixos e alta disponibilidade. Neste cendrio, o glicerol bruto como
um subproduto industrial, disponivel em grandes quantidades, pode tornar-se ideal para
processos fermentativos. O glicerol pode substituir os hidratos de carbono tradicionais, tais
como sacarose, glicose e amido, em alguns processos de fermentacao industrial (CAMPOS,
2014; XU et al, 2012; ABAD; TURON, 2012; MANTZOURIDOU; NAZIRINI;
TSIMIDOU, 2008).

O glicerol bruto contém elementos nutricionais como, fosforo, enxofre, magnésio,
calcio, nitrogénio e sodio, que sdo utilizados por micro-organismos para o seu crescimento
durante processos fermentativos. O glicerol ¢ considerado uma fonte de carbono altamente
reduzida e assimilavel por bactérias e leveduras sob condi¢gdes aerdbicas e anaerdbicas para a
obtencdo de energia metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de
fosfato inorgénico dentro da célula (NITAYAVARDHANA; KHANAL, 2011; RIVALDI et
al., 2008).

Embora o glicerol tenha sido amplamente utilizado, como unica fonte de carbono, na
sintese de diversas biomoléculas por linhagens bacterianas, poucas investigacdes estdo
presentes na literatura relacionando o emprego desse substrato por micro-organismos
eucarioticos. Em Eucariotas, o glicerol pode ser transformado em acido citrico (CA), lipideos
de armazenamento e outros produtos (BERNARDINO et al., 2013; CHANG et al., 2013;
MAKRI; FAKAS; AGGELIS, 2010; AMARAL et al., 2009; SILVA; MACK; CONTIERO,
2009).

Um exemplo ¢ a utilizagdo do glicerol como substrato de crescimento para culturas de
leveduras oleaginosas. Leveduras oleaginosas sdo fungos unicelulares definidos como tendo
pelo menos 20% do seu peso seco constituido por lipideos. Essas leveduras ndo s6 contém
lipideos na membrana celular, mas também acumulam lipideos na forma de triacilglicerol. A
Rhodotorula glutinis ¢ uma levedura oleaginosa que ¢ capaz de ativar os acidos graxos nao
esterificados para a sintese de triacilglicerol. Evidéncias sugerem que estes micro-organismos
possuem potencial como fonte de acidos graxos para a producdo de biodiesel (EASTERLING
et al., 2009).

Almeida (2010) estudou a otimizagdo do processo fermentativo para a producio de
biomassa rica em carotenoides através de Rhodotorula. A autora avaliou parametros tais
como: temperatura de incubacdo, consumo de glicerol pela levedura, fonte de nitrogénio
inicial no meio de fermentagdo e a concentragdo da fonte de carbono. Os resultados, obtidos
pela autora, demonstraram maior desempenho da levedura em sintetizar biomassa em meios

de cultivo contendo 20 g.L! de glicerol incubados a 30 °C. No presente estudo
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aproximadamente 90% do glicerol inicial foi consumido pelas leveduras, independentemente
da sua origem (P.A. ou bruto).

O glicerol pode também ser utilizado como fonte de carbono por varios fungos e
leveduras no que se refere a produg@o de biomassa e proteinas extracelulares e intracelulares.
Outras pesquisas indicam a producao de a-amilase por Yarrowia lipolylita e biomassa e -
caroteno por Rhodotorula lactosa (TACCARI et al., 2012; NICOL; MARCHAND; LUBITZ,
2012; MEINICKE, 2008; RIVALDI et al., 2008).

E pertinente apontar, que processos fermentativos com fungos constituem uma
alternativa para a utilizacdo do glicerol bruto, uma vez que podem ser facilmente integrados
as usinas de biodiesel, devido a sua exigéncia minima de operacdes adicionais em instalagdes
existentes. A biomassa fungica € rica em proteina, podendo ser formulado e aplicado tanto em
alimenta¢do humana quanto animal. Um perfil de aminoacidos equilibrado da biomassa
fingica, juntamente com teores de proteina bruta e lipidios comparados as fontes de proteina
de alta qualidade (tais como farinha de peixe e farelo de soja), torna-se uma opg¢ao ideal de
fonte de proteina para a alimentagdo animal (NITAYAVARDHANA; KHANAL, 2011).
Consideram-se também, como alternativas interessantes para o aproveitamento do glicerol, a
sua transformacdo, via microbioldgica, em metabolitos de interesse industrial como
biopesticidas, pigmentos, aromas, polimeros, antibidticos e ainda proteinas recombinantes ou
em proteinas unicelulares que podem ser utilizadas como concentrado protéico vitaminico na
composicao de racdes animais (TACCARI et al., 2012)

Como anteriormente sinalizado, a partir do momento que o glicerol pode ser utilizado
como uma fonte de carbono na microbiologia industrial, este subproduto acrescenta valor a
cadeia produtiva do biodiesel, contribuindo para a sua competitividade (SILVA; MACK;
CONTIERO, 2009). O investimento em pesquisas para novas aplicagdes do glicerol se faz
necessario antes que maiores problemas ambientais comecem a ocorrer com 0 aumento na
producdo do biodiesel. A bioconversdo do glicerol permitiria a obtencdo de produtos
biodegradaveis, contribuiria para reduzir a dependéncia pelo petroleo com a grande vantagem
de utilizar uma fonte renovavel. O desenvolvimento de processos para converter o glicerol,
um composto de baixo prego, em produtos de alto valor, viria agregar valor ao biodiesel,
contribuindo para o desenvolvimento das biorrefinarias (ABAD; TURON, 2012;
CHATZIFRAGKOU et al., 2011).
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2.4 Bioconversao do Glicerol

Vérios micro-organismos sdo capazes de metabolizar o glicerol e seu metabolismo tem
sido estudado detalhadamente em bactérias como Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter e
Clostridium e também em leveduras como Sacchoromyces cerevisiae, Debaryomyces
hansenii, Zygosaccharomyces rouxii, Candida glycerinogenes, Saccharomyces pombe,
Yarrowia lipolytica (AMARAL et al., 2009).

Células de leveduras e fungos tém desenvolvido mecanismos adaptativos para
controlar os niveis de glicerol em limites adequados para o crescimento. Estes mecanismos
incluem a modulacao da produgdo de glicerol e catabolismo, reten¢do de glicerol intracelular
ou a sua liberacdo para o ambiente extracelular e transporte do glicerol extracelular através da
membrana plasmatica para dentro da célula. O transporte de glicerol ¢ melhor compreendido
em Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura controla a retengdo de glicerol e libera para o
exterior da célula durante osmorregulacdo através do canal protéico de glicerol da membrana
plasmatica (KAYINGO et al., 2009).

Segundo Nicol et al. (2012), em células de fungos, ¢ observada a difusdo facilitada de
glicerol, o ATP normalmente ¢ gasto quando esta molécula é movida para dentro da célula,
embora o transporte ativo pareca prevalecer mais nos fungos. Uma vez no interior das células
dos fungos, o glicerol ¢ predominantemente catabolizado por fosforilagdo ou via oxidativa
(Figura 3), embora haja evidéncias de mecanismos alternativos (NICOL; MARCHAND;
LUBITZ, 2012; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).
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Figura 3 — Rota metabolica do glicerol via DHA (Dihidroxiacetona) por Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia
lipolytica e outras leveduras utilizando glicerol como fonte de carbono segundo Wang et al., 2001; Silva; Mack;
Contiero, 2009; Amaral et al., 2009; Nicol; Marchand; Lubitz, 2012 (adaptado a partir de Silva, et al., 2009;
Bories et al., 1991).

Na via de fosforilacdo, o glicerol ¢ fosforilado pela enzima glicerol quinase,
originando glicerol-3-fosfato. A enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, em seguida, oxida
esta molécula para dihidroxiacetona fosfato. Através da via oxidativa, o glicerol ¢ convertido
em dihidroxiacetona e, em seguida, dihidroxiacetona fosfato pelas enzimas glicerol
desidrogenase e dihidroxiacetona quinase, respectivamente. A dihidroxiacetona fosfato

derivado de cada via pode entrar na via glicolitica ou gliconeogénica onde ¢ ainda

metabolizado (NICOL; MARCHAND; LUBITZ, 2012; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).
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2.5 Carotenoides

Os carotenoides representam um grupo de moléculas importantes para as industrias
farmacéuticas, de medicamentos, cosméticos, alimentos e ra¢des, ndo somente por atuarem
como precursores da vitamina A, mas também como corantes, antioxidantes (possivel inibi¢do
da atividade tumoral) e pela resposta imune que conduzem a prote¢do contra infecgdes
bacterianas e fungicas (ALMANZA et al., 2014; FRENGOVA; BESHKOVA, 2009).

A estrutura dos pigmentos carotenoides ¢ caracterizada por uma cadeia alifatica,
constituida por um sistema de duplas ligacdes conjugadas com grupamentos metila (Figura 4).
A variacdo de cor dos carotenoides ¢ devido a pequenas modificagdes da cadeia principal.
Este esqueleto basico pode ser modificado por diferentes rotas, tais como reagdes de
hidrogenacdo, desidrogena¢do, ciclizacdo, migracdo de dupla ligacdo, encurtamento ou
extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizagao, introducao de substituintes e oxidagao. O sistema
de duplas ligacdes conjugadas confere a estes pigmentos alta reatividade quimica, podendo
ser facilmente isomerizados e oxidados. (ALMANZA et al., 2014; TRES et al., 2007;
OLIVIER; PALOU, 2000).

NN X

3 -caroteno

Torularodina

Figura 4 —Formula estrutural dos principais pigmentos formados pela levedura do género Rhodotorula
Fonte: Park et al. (2007)

Os carotenoides sdo sintetizados na natureza a partir de plantas e micro-organismos.
Além disso, alguns carotenoides bacterianos podem apresentar 30, 45 ou 50 atomos de
carbono, no entanto, a maioria dos carotenoides produzidos por estes micro-organismos
apresentam 40 atomos de carbono, com mais de 600 estruturas conhecidas. Dois grupos tém
sido apontados como os mais importantes: os carotenos que sao formados apenas por carbono
e hidrogénio e as xantofilas, que sdo derivados oxigenados (MAROVA; CERTIK;
BREIEROVA, 2011). A abundancia de carotenoides na natureza se deve, provavelmente, a

sua via biossintética simples, que tem sido demonstrado principalmente em vegetais
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superiores, algas microscopicas e em alguns géneros de bactérias e fungos (KAISER et al.,
2007).

Os carotenoides sdo isoprenoides lipofilicos sintetizados por todos os micro-
organismos fotossintéticos (incluindo plantas, algas e cianobactérias), e também por algumas
bactérias ndo-fotossintéticas e fungos. Duas classes de carotenoides s3o encontradas na
natureza: os carotenos, tais como [-caroteno, hidrocarbonetos lineares que podem ser
ciclizados em uma ou ambas as extremidades da molécula e os derivados oxigenados de
carotenos, como luteina, violaxantina, ncoxantina e zeaxantina, denominados xantofilas
(VALDUGA et al., 2009). Carotenoides como o B-caroteno, o licopeno, a luteina ¢ a
zeaxantina se diferenciam pelos grupamentos terminais, os quais determinam a atividade
vitaminica, apresentando diferencas na solubilidade em solventes organicos e no potencial de
adsorc¢do, o que permite separa-los por partigdo em solventes e por cromatografia em coluna
(TRES et al., 2007). Entre os pigmentos, o B-caroteno é o mais conhecido dos carotenoides. A
possivel acao protetora do B-caroteno contra o cancer ¢ geralmente atribuida ao seu carater
antioxidante, mas os efeitos na regulacdo de genes também podem estar envolvidos
(BHOSALE, 2004).

O P-caroteno contém dois anéis P-ionona, sendo o Unico capaz de formar duas
moléculas de vitamina A, que podem ser utilizadas na alimentagcdo humana ou animal. Além
disso, o B-caroteno ¢ usado como antioxidante para reduzir danos celulares ou de tecidos
(CHOUDHARI; ANANTHANARAYAN; SINGHAL, 2008; TRES et al., 2007).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis pelas cores amarela, laranja e
vermelho de muitos alimentos, tais como frutas, vegetais, gema de ovo, alguns peixes (salmao
e truta) e crustaceos. Estes pigmentos estdo amplamente distribuidos na natureza com grande
diversidade de estruturas e funcdes. Além de colorir, os carotenoides possuem atividades
bioldgicas importantes para a industria farmacéutica, quimica, de alimentos e de ragdes, nao
somente pela sua atividade provitaminica-A, como por sua atividade anticarcinogénica,
destacando-se a inibi¢do de doengas onde os radicais livres apresentam papel fundamental,
como arteriosclerose, catarata, degeneracdo macular, esclerose multipla, cancer, doencas
degenerativas e cardiovasculares (VALDUGA et al., 2009; MALDONADE, 2007; AKSU;
EREN, 2005; BHOSALE, 2004; SQUINA; MERCADANTE, 2003).

A carotenogénese em muitos organismos ¢ regulada pela luz. No entanto, a
intensidade de iluminagdo varia com o micro-organismo. Independentemente do aumento ou
diminui¢do no tempo de iluminacdo e/ou intensidade, pode levar a melhorias na produ¢ao de

carotenoides. Existem dois aspectos para a teoria da foto-indugdo. A primeira ¢ que as
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melhorias da producdio volumétrica de carotenoides (mg.L!) estdo geralmente associadas
diretamente com o aumento do crescimento do micro-organismo. Assim, o efeito de
iluminacdo da luz branca sobre o crescimento do micro-organismo desempenha um papel
importante como estimulante da producdo de carotenoides. O segundo aspecto a ser
considerado ¢ que o aumento no acumulo de carotenoides na célula (mg/g) estdo associados
com o aumento da atividade das enzimas envolvidas na biossintese de carotenoides
(FRENGOVA; BESHKOVA, 2009).

As propriedades de uma molécula de carotenoide sdo dependentes da sua estrutura e,
portanto, sua quimica. Em particular, o sistema conjugado de dupla liga¢dao ¢ considerado o
fator mais importante em reagdes de transferéncia de energia. E esta caracteristica da
molécula que permite a extingdo do oxigénio singleto (O2) (PETRIK et al., 2013).

A solubilidade dos carotenoides em solugdes aquosas € extremamente pobre, com
excecdo das regides hidrofobicas dos sistemas bioldgicos. No entanto, este sistema ¢
influenciado pelas estruturas, de modo que os diferentes compostos carotenoides vao sendo
incorporados de maneira muito diferente nas membranas. A solubilidade ¢ afetada pela
presencga e natureza de grupos polares substituintes e isomerizacao cis/trans (PETRIK et al.,
2013; YOUNG; LOWE, 2001).

A fungdo dos carotenoides nas leveduras ¢ relacionada a protegao contra a combinagao
indesejavel do oxigénio singleto e a luz visivel. A sua acdo ¢ para desativar os radicais livres
produzidos durante o metabolismo normal das células, tais como oxigénio singleto ('Oz),
hidroxila (-OH), perdéxidos e outros oxidantes por um processo no qual a energia ¢ transferida
de niveis altos de excitacdo para uma molécula carotenoide triplete, que pode retornar a base
liberando calor. O papel foto-protetor dos carotenoides em leveduras foi avaliado
contrastando as respostas ao UV-B das leveduras albinas pigmentadas de ocorréncia natural.
O estudo foi realizado em diferentes tempos de exposi¢do a radiagdo UV-B, em varios
estagios de crescimento das leveduras, avaliando a produ¢ao de carotenoides por foto-indugdo
e o efeito de UV-B para a sobrevivéncia da levedura. Os resultados mostraram as linhagens
pigmentadas s3o mais tolerantes a radiacdo do que as albinas e que o aumento do teor de
carotenoides durante a fase estacionaria de crescimento melhora sobrevivéncia das leveduras
(ALMANZA et al., 2014).

Substancias naturais sdo muitas vezes adicionadas a uma grande variedade de
alimentos para tornd-los mais saudavel e mais atraente. Em particular, o B-caroteno tem
chamado bastante atencdo, ndo somente pelo fato de ser o precursor da vitamina A, mas

também devido ao seu poder antioxidante capaz de reduzir os riscos de cancer e doencas
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cardiovasculares (RUBIO; LAGARON, 2011). A indutstria de cosméticos e alimentos
demonstra um crescente interesse a demanda de pigmentos desta classe devido as suas
propriedades antioxidantes. As aplicagdes mais comuns sdo como corantes e aditivos
alimentares (ABAD; TURON, 2012).

Os pigmentos carotenoides, como [-caroteno e astaxantina possui alta demanda no
mercado, apresentando uma ampla variedade de aplicagcdes: como corantes de alimentos,
produtos de panificagdo; como precursores da vitamina A (prdé-vitamina A) em alimentos e
racdo animal; como aditivos para cosméticos, preparagdes multivitaminicos; e na ultima
década como antioxidantes para reduzir os danos celulares ou tecidos (AKSU; EREN, 2005).

Nas industrias de alimentos, os carotenoides sdao utilizados principalmente como
corantes, com 0s objetivos de repor a cor perdida durante o processamento € armazenamento,
colorir os alimentos incolores e uniformizar a coloracdo de alguns produtos alimenticios. A
cor ¢ uma propriedade importante dos alimentos. No entanto, diversos fatores como
sazonalidade, armazenamento e efeitos de processamento podem alterar a cor de um alimento,
0 que requer que o fabricante adicione corantes para satisfazer a expectativa dos
consumidores. As razdes para adicionar corantes a alimentos incluem: reforgar a cor perdida
devido a exposi¢do a luz, ao ar, e a extremos de temperatura, umidade e condigdes de
armazenamento; corrigir variagcdes naturais da cor (embora mascarar qualidade inferior seja
inaceitavel); conferir cor a alimentos incolores; a conferir cor a alimentos “divertidos”, como
doces festivos; proteger aromas e vitaminas, que podem ser afetados pela luz do sol durante o
armazenamento (CARVALHO, 2004). Mais recentemente, com o crescente interesse pela
saude, os carotenoides também tém sido adicionados aos alimentos a fim de enriquecer o
produto. Sdo também precursores de muitos compostos quimicos importantes, responsaveis
pelo aroma de alguns alimentos, fragrancias de algumas flores, coloracdo especifica e

fotoprotecao. (VALDUGA et al., 2009).

2.6  Micro-organismos Produtores de Carotenoides através
de Processos Biotecnolégicos

A superproducdo de alguns metabdlitos, como resposta ao estresse celular, pode
tornar-se interessante para biotecnologia. Por exemplo, as leveduras carotenogénicas sao
conhecidas biotecnologicamente por produzirem pigmentos carotenoides como astaxantina, 3-
caroteno, toruleno, torularrodina e foi relatado que, sob condigdes de estresse, esse acimulo

de carotenoides poderia ser aumentado. O conhecimento dos mecanismos moleculares para
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estimulagdo da produgdo de carotenoides pode ser conduzida a uma melhoria do processo
biotecnoldgico. Leveduras vermelhas sdo capazes de acumular ndo apenas carotenoides, mas
também ergosterol, dcidos graxos insaturados, coenzima Q10 e outros, que podem contribuir
para o enriquecimento da biomassa. A utilizagdo desta biomassa enriquecida na industria de
alimentos pode ter um efeito positivo ndo apenas em alimentos destinados a animais e peixes,
devido ao elevado teor de substancias fisiologicamente ativas, mas também pode influenciar
no valor nutricional e propriedades sensoriais de produtos para a nutricio humana
(MAROVA; CERTIK; BREIEROVA, 2011).

Os carotenoides sdo compostos intracelulares; portanto, para alcangar
simultaneamente uma alta concentracao de biomassa ¢ carotenoides ¢ fundamental a obtengao
de uma elevada producdo de B-caroteno. Além da estratégia metabolica, a otimizacdo das
condi¢des de fermentagdo ¢ uma outra maneira de aumentar a produgdo de carotenoides. A
fermentagdo em batelada é muitas vezes aplicada para a produc¢ao de compostos carotenoides.
No entanto, para a fermentagdo em batelada, as condigdes ambientais Otimas para o
crescimento celular e a formacdo de produto sdo geralmente bastante diferentes. Assim, a
manuten¢do de uma simples condicdo ambiental ao longo de um processo fermentativo pode
nao ser ideal para uma produgdo maxima de carotenoides (LUO et al. 2013).

Fungos filamentosos, leveduras, bactérias e algas, tais como Streptomyces
chrestomyceticus, Blakeslea trispora, Phycomyces blakesleeanus, Flavobacterium sp., Phaffia
sp., Rhodotorula sp. t€m sido descritos como micro-organismos produtores de carotenoides.
A Figura 5 apresenta a via biossintética, a partir de acetil-CoA, para a produgdo de f-

caroteno, toruleno e torularrodina em espécies de Rhodotorula.
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Figura 5 — Via biossintética a partir de acetil-CoA para p-caroteno, toruleno e torularrodina em espécies de
Rhodotorula
Fonte: Marova, Certik e Breierova (2011).

Em comparacdo com a extragdo a partir de vegetais, a producdo microbiana de
carotenoides ¢ de interesse primordial, pois os pigmentos extraidos de vegetais apresentam
problemas de variabilidade sazonal e geografica na producdo e comercializacdo de varios dos
corantes (ALMANZA et al., 2014). Pigmentos microbianos ainda apresentam vantagens em
termos de producdo em relacdo aos seus similares extraidos de vegetais ou animais: o

desenvolvimento de vegetais superiores ¢ mais lento que o de micro-organismos ¢ algas.
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Assim, a producdo de pigmentos por bioprocessos envolvendo micro-organismos, cuja
velocidade de crescimento € relativamente alta, pode garantir uma produtividade tal que torna
a processo vantajoso (CARVALHO, 2004).

Os carotenoides podem ser biossintetizados por micro-organismos fotossintetizantes
como, por exemplo, algas e cianobactérias (azuis e verdes), e por micro-organismos nao
fotossintetizantes, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Entre as fontes
microbianas de carotenoides, além de algas como espécies Dunaliella, leveduras, como
Phaffia rhodozvma e Rhodotorula glutinis sdo de interesse comercial (AKSU; EREN, 2005).
Os animais nao s3o capazes de sintetizar carotenoides e por isso estes pigmentos devem ser
adicionados a sua alimentacdo. Os seres humanos adquirem os carotenoides através de
vegetais e frutas. Os produtos podem ser ainda enriquecidos com carotenoides através de
aditivos especificos (FRENGOVA; BESHKOVA, 2009).

Em termos de aplicacdo biotecnoldgica, fungos e leveduras tem a vantagem de crescer
com relativa facilidade em fermentadores e sdo, portanto, micro-organismos considerados
adequados para a producdo industrial em larga escala. Vale salientar, que além disso, a
biomassa de fungos ou leveduras pode ser diretamente incorporada a ra¢do animal e a
alimentagdo humana, sem a necessidade prévia de procedimentos de extragdo dos
carotenoides contidos nessa biomassa (MAROVA; CERTIK; BREIEROVA, 2011).

Dentre estudos realizados, com a finalidade de maximizacdo e/ou otimizagdao da
bioprodugdo de carotenoides visando a utilizacdo industrial, destacam-se 0os micro-organismos
tais como Xanthophyllomyces dendrorhous, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa,
Sporobolomyces e Phaffia rhodozyma, sendo que os carotenoides naturais mais investigados
sdo a astaxantina, -caroteno, cantaxantina, toruleno e licopeno (VALDUGA et al. 2009).

A produgdo comercial de carotenoides que utilizam micro-organismos ¢ altamente
eficiente, uma vez que as linhagen facilmente se adaptam a diferentes esquemas de
tratamento. Varios estudos foram realizados sobre a sintese de carotenoides por micro-
organismos selvagens, incluindo a prospeccdo dessas estirpes, a otimizagdo do meio e
condi¢des ambientais, adicdo de estimuladores e aplicagdo de stresse oxidativo (LUO et al.
2013).

O acumulo de pigmentos carotenoides na maioria das leveduras tem inicio no final da
fase logaritmica e continuidade na fase estacionaria de crescimento. A presenca de uma fonte
de carbono adequada ¢ importante para a biossintese de carotenoides. As leveduras podem
sintetizar carotenoides quando cultivadas em meio sintético, contendo diferentes fontes de

carbono, como glicose, xilose, celobiose, sacarose, glicerol e sorbitol. Estudos sobre
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carotenogénese tém sido direcionados no uso de substratos naturais como fontes de carbono,
tais como suco de uva, mostos de uvas, residuos de mostarda hidrolisada e isolada,
hidrolisado hemicelulésico de madeira de Eucalyptus globulus; hidrolisado de feijao, caldo de
cana-de-agucar, melagco de cana, xarope de milho, hidrolisado de milho, soro de leite. Nos
ultimos anos, matérias-primas e subprodutos de origem agroindustriais tém sido propostos
como alternativas de baixo custo para a producdo de metabodlitos microbianos, objetivando
minimizar problemas ambientais e energéticos relacionados com a sua eliminacdo
(FRENGOVA; BESHKOVA, 2009).

A produgdo de carotenoides por fermentagao pode tornar-se industrialmente viavel, se
o custo da producao for minimizado pela utilizacdo de substratos agroindustriais de baixo
custo como fontes de nutrientes. Varios pesquisadores tém investigado a produgdo de
carotenoides por diferentes micro-organismos, através de processos fermentativos utilizando
varios graos (aveia, trigo, cevada, milho, arroz, centeio), lipidios e derivados, glicerol,
celobiose, melaco de cana, mosto de uvas, e soro de queijo (AKSU; EREN, 2007; AKSU;
EREN, 2005; BHOSALE; GRADE, 2001). Entre os géneros de leveduras capazes de
metabolizar o glicerol bruto e sintetizar carotenoides destacam-se Yarrowia lipolytica,
Rhodotorula sp. e Candida sp. (TACCARI et al., 2012; CHATZIFRAGKOU et al, 2011;
MAKRI; FAKAS; AGGELIS, 2010). Algumas microalgas também sdao capazes de
metabolizar o glicerol, demonstrando grande potencial na conversdo do glicerol bruto em
carotenoides (ABAD; TURON, 2012).

O processo de producdo biotecnoldgica ocorre essencialmente em duas fases: a etapa
de fermentacdao e a recuperagao do produto. Para o processo fermentativo, as culturas sdo
produzidas a partir da estirpe original e em seguida utilizada numa fermentagdo aerobica
submersa para produzir uma biomassa rica em pigmento carotenoide e outros metabolitos
como, por exemplo, ergosterol, ions metalicos etc. Em células inteiras a estratégia de
isolamento do produto ndo ¢ necessaria e, como ja apontado, o produto sob a forma de
biomassa, ligeiramente modificado, podera ser obtido e diretamente utilizado (MAROVA;
CERTIK; BREIEROVA, 2011).

O mercado global de carotenoides cresce anualmente 2,3% e, em 2018 espera-se
chegar a 1,4 bilhdes de dolares. H4 um interesse crescente em processos destinados a produzir
de forma eficiente estes pigmentos em desenvolvimento. De fato, os carotenoides podem ser
facilmente sintetizados quimicamente. No entanto, devido a uma preocupagdo geral sobre a
seguranga dos pigmentos sintéticos artificiais, a exploracdo de carotenoides acumulado por

micro-organismos representa uma abordagem mais interessante para a sua producao (CUTZU
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et al. 2013). No mercado, as vendas de -caroteno foram estimados para ultrapassar US $ 280
milhdes em 2015. A maior parte do B-caroteno comercializado no mundo ¢ obtido por sintese
quimica a partir de PB-ionona. No entanto, existem alternativas biotecnologicas, utilizando
fungos filamentosos, bactérias, microalgas, e leveduras como produtores de pigmentos
(MACHADO; BURKERT, 2014; ENRIQUEZ et al., 2013).

Representando um mercado em expansao de nutrac€uticos, os carotenoides tem um
mercado glogal estimado em US$ 1,2 bilhdes em 2015. O B-caroteno representa a maior
parcela do mercado de carotenoides avaliado em US$ 247 milhdes em 2007 e com estimativa
de US$ 285 milhdes para 2015. Com um mercado em crescimento exponencial como os
nutracéuticos, a luteina e a zeaxantina, representantes das xantofilas, sdo associadas ao
tratamento e prevencdo da degeneragdo macular referente a idade, da catarata e da
aterosclerose, possuindo também propriedades antioxidantes. O valor de mercado da luteina
foi de US$ 233 milhdes em 2010 com uma estimativa de US$ 309 milhdes para 2018
(CHAGAS, 2014).

Os Estados Unidos e a Europa, em conjunto, sdo responsaveis por importante parte das
vendas no mercado global de carotenoides. A empresa DSM Nutritional Products representa o
maior produtor mundial de carotenoides sintéticos, a BASF ¢ o segundo produtor e, em
conjunto, representam cerca de 55% do mercado mundial de carotenoides (SILVEIRA;
OKADA; TAKAKI, 2014).

A sintese de diferentes carotenoides naturais comercialmente importantes (f-caroteno,
toruleno, torularrodina e astaxantina) por varias espécies de leveduras pertencentes ao género
Rhodotorula e Phaffia, levou a considerar estes micro-organismos como potenciais fontes de
pigmentos. As leveduras s3o mais convenientes do que as algas ou fungos para a produg¢dao em
larga escala em fermentadores, devido a sua natureza unicelular e elevada taxa de
crescimento. Rhodotorula sp. e Xanthophyllomyces dendrorhous (anteriormente Phaffia
rhodozyma) tem potencial valor comercial como uma fonte alimentar de carotenoides
naturais. No entanto, o alto custo de produgdo limita a utilizacdo destas leveduras. O custo de
produgdo pode ser reduzido utilizando substratos mais baratos (diferentes matérias-primas
agro-industriais), bem como aumentar a producdo desses pigmentos pela otimizagdo das
condig¢des de cultura (FRENGOVA; BESHKOVA, 2009).

Em funcdo da necessidade de extracdo dos carotenoides de tecidos e extratos para a
purificagdo de pigmentos, estudos tém sinalizado as alternativas. Uma grande variedade de
produtos alimentares contém carotenoides, assim como diferentes geno6tipos de um organismo

ou de um produto. Além disso, podem haver diferengas entre partes do mesmo alimento ou
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amostra. Como consequéncia, nao ha geralmente um método padrdo aceito para a extragao de
carotenoides. No entanto, a maioria dos métodos de extragao segue um caminho comum
envolvendo a liberacdo de componentes desejados a partir de suas matrizes por perturbagao
do tecido, seguida por remog¢ao dos componentes indesejados e uma extragdo liquido-liquido
ou soélido-liquido. Para os carotenoides, o procedimento mais difundido para recolher estes
compostos para posterior analise, € a aplicacao de uma etapa utilizando solvente organico que
extrai esses compostos a partir da matriz. Embora, diferentes solventes organicos sejam
empregados na extragdo de carotenoides, a selecdo mais apropriada ndo ¢ facil. Além das
dificuldades anteriores, as diferentes polaridades dos carotenoides existentes, a estrutura da
matriz de extragdo e os seus componentes, também desempenham um papel importante na
escolha de um solvente. Normalmente, solventes ndo-polares, tais como o hexano, sdo uma
boa escolha para carotenoides ndo-polares ou carotenoides esterificados, enquanto que os
solventes polares, tais como etanol e acetona, s3o mais apropriados para os carotenoides
polares (xantofilas). A susceptibilidade dos carotenoides a oxida¢ao deve ser considerada
quando se desenvolve um método para a extragdo de carotenoides. Estas moléculas sdao
relativamente estdveis na matriz, mas os carotenoides em solu¢do podem ser muito sensiveis a
luz, calor, acido ou exposi¢do ao oxigénio (REGAL et al., 2014). Ademais, reforca-se que a
extracdo de carotenoides deve ocorrer sob condigdes especiais e, deve ser realizada no mais
curto espago de tempo possivel, a fim de evitar a exposi¢cdo a luz, oxigénio, temperaturas
elevadas, minimizando-se assim a auto-oxidagdo e isomerizagdo dos pigmentos (ENRIQUEZ
etal. 2013).

Diante do exposto, a escolha de um sistema de solvente depende do material
bioldgico, do seu pré-tratamento e da composi¢do do carotenoide. As fontes bioldgicas
normalmente contém uma mistura de carotenoides e, geralmente o método deve ser capaz de
extrair uma variedade de carotenoides de polaridade diversificada. A extracdo deve ser
repetida até que todo o pigmento seja liberado da amostra, normalmente trés extragdes do
pigmento sdo suficientes. Com a amostra reunida no solvente organico €, em seguida,
concentrada e seca por evaporagdo rotativa (ECHAVARRI-ERASUN; JOHNSON, 2002).
Finalizada a extracdo, subsequente identificagdo de carotenoides purificados ¢é realizada por
uma sequéncia de analises incluindo espectroscopia UV/visivel, o que proporciona
informacdo valiosa sobre a natureza do cromoforo. Espectroscopia de massa ¢ extremamente
util e indispensavel na identificacdo de carotenoides. Ela proporciona a massa molecular de
carotenoides purificados e pode proporcionar muita informagdo adicional e o padriao de

fragmentacao do carotenoide de interesse, que ¢ valiosa para a avaliagdo da pureza e estrutura.
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Como anteriormente afirmado, a producdo biotecnoldgica de carotenoides ¢ de
crescente interesse, especialmente os carotenoides de origem microbiana. Estudos relatam que
a Rhodotorula glutinis é considerado um potencial para a producdo de carotenoides em grande
escala no fermentador, devido a sua elevada taxa de crescimento e baixas necessidades
nutricionais (WANG et al., 2008).

Fortes evidéncias cientificas sugerem que estes pigmentos podem ter beneficios
potenciais na saude humana e animal, o que tem aumentado o interesse comercial na sua
comercializagdo. A possibilidade da produgdo de corantes naturais em escala industrial e o
elevado valor dos produtos tornam a produgdo biotecnoldgica de carotenoides uma area
importante de estudo. A produtividade por bioprocessos em um dado sistema depende das
condicoes nutricionais e fisicas da cultura, afetando ndo somente o crescimento celular como
a producdo de pigmento. Sendo assim, os micro-organismos acumulam varios tipos de
carotenoides como resposta ao estresse das condigdes ambientais. A composi¢do do meio de
cultivo, tais como a fonte de carbono e nitrogénio, presenca de metais, sais e agentes
quimicos, sdo fatores determinantes para um aumento na producdo desses pigmentos. Além
disso, as condigdes ambientais como temperatura, agitacdo, aeracdo ¢ pH sdo de extrema

importancia (PARK et al., 2005; VALDUGA et al., 2009).

2.7 Leveduras do género Rhodotorula

Utilizando o Agar Sabouraud, culturas de espécies Rhodotorula crescem rapidamente
a 30 °C. Essas leveduras apresentam cor rosa coral, suave, mucdide e umida. Espécies de
Rhodotorula sao encontradas no ar, solo e filosfera (superficie das folhas das plantas)
(MOLINE; LIBKIND; BROOCK, 2012). Além disso, sio encontrados em produtos como
leite e queijo (ALMANZA et al., 2014; MOLINE; LIBKIND; BROOCK, 2012).

Leveduras do género Rhodotorula sdo micro-organismos estritamente aerobios com
caracteristicas metabdlicas peculiares, como a capacidade de produ¢do de glicogénio durante
a fase de crescimento exponencial e também produgdo de grandes quantidades de lipidios e
pigmentos carotenoides durante a fase estacionaria de crescimento (ALMANZA et al., 2014).
Estes micro-organismos sdo capazes de produzir carotenoides tais como, 3-caroteno, toruleno
e torularrodina em varias propor¢des. Durante a biossintese de pigmentos, y-caroteno atua

como uma ramifica¢do do carotenoide, a partir do qual a hidrogena¢do conduz a formacao -
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caroteno, enquanto que a hidroxilacao seguido de carboxilagdo leva a formacao de toruleno e
torularrodina, respectivamente (AKSU; EREN, 2005; BHOSALE; GRADE, 2001).

O género Rhodotorula refere-se a um grande grupo de leveduras pigmentadas
esporogénicas pertencentes ao filo Basidiomycota, classe Urediniomycetes e ordem Sporodial.
(ALMANZA et al., 2014). A maioria das espécies Rhodotorula produz diferentes tipos de
pigmentos carotenoides, quatro dos quais foram identificados em quase todas as espécies:
torularrodina (Acido 3’, 4’- Didehidro - B, y-caroteno 16’- oico), toruleno (3°, 4’-Didehidro-p,
y-caroteno), y-caroteno (P, y-caroteno), e P-caroteno (P, P -caroteno). Os pigmentos sdo
sintetizados pela via Melavonato. Acido mevalonico ¢ transformado em unidades de
pirofosfato de isopentenilo e, em seguida, condensado de modo a formar sucessivamente o
fitoeno. Uma transformacdo sucessiva do fitoeno leva a formacdo de cada um dos pigmentos
acima mencionados. A propor¢do de cada carotenoide depende da linhagem e das condigdes
de cultivo (MOLINE; LIBKIND; BROOCK, 2012). A torularrodina ¢ biossintetizada através
do y-caroteno, que ¢ um precursor do B-caroteno. Esta levedura varia as taxas de produgdo
dos dois tipos de carotenoides dependendo das condicdes de incubacdo e a producdo de
torularrodina ¢ induzida em condicdes de estresse oxidativo (SAKAKI et al., 2000).

Producdo de carotenoides por leveduras do género Rhodotorula tem vantagens em
relagdo a outros micro-organismos, tais como algas e outros fungos. A taxa de especifica de
crescimento ¢ elevada e grande quantidade de biomassa celular ¢ relativamente facil de ser
obtida no laboratdério e em escala piloto. As células podem ser cultivadas em biorreatores
convencionais ¢ a biomassa pode ser utilizada diretamente como alimentagcdo ou como aditivo
em produtos farmacéuticos. Além disso, as leveduras podem adaptar-se a diferentes condi¢des
ambientais e crescer sob uma grande variedade de fontes de carbono e nitrogénio (MOLINE;
LIBKIND; BROOCK, 2012).

O género Rhodotorula também ¢é estudado quanto ao seu potencial como fonte de
lipideos e proteinas unicelulares. A biomassa das leveduras, considerada uma fonte rica em
proteinas, pode ser utilizada como alimento para animais apds extracdo dos pigmentos
(BHOSALE; GRADE, 2001). A importancia da Rhodotorula glutinis é conhecida devido ao
seu potencial em produzir B-caroteno, uma vez que varias matérias-primas agricolas baratas
podem ser utilizadas como fonte de carbono (YEN; ZHANG, 2011). A Rhodotorula
mucilaginosa também ¢ uma levedura produtora de carotenoides e sintetiza f-caroteno como
principal pigmento (AKSU; EREN, 2005).

Leveduras oleaginosas como a Rhodotorula glutinis t€m a capacidade de crescer e

acumular lipideos quando cultivadas em glicerol, com tempo de geracao curto e requisitos
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minimos de nutrientes. Enquanto o glicerol purificado tem muitos usos possiveis, o glicerol
bruto produzido durante a fabricagdo do biodiesel contém macroelementos, tais como o
calcio, potassio, magnésio, enxofre e sddio que pode ser utilizado como substrato para
obtenc¢do do produto desejado proporcionando vantagem adicional de compensagao de custos
de produgdo (EASTERLING et al., 2009). Por exemplo, a levedura oleaginosa Rhodotorula
graminis tem sido estudada como um bioprodutor de compostos lipidicos e carotenoides
utilizando alguns residuos, incluindo o glicerol bruto. Varios tipos de leveduras
carotenogénicas (principalmente do género Rhodotorula) podem ser utilizados para a
conversdo do glicerol em diversos tipos de metabolitos de alto valor agregado. Essas
leveduras podem assimilar varias fontes de carbono, tais como glicose, xilose, celobiose,
sacarose, glicerol, sorbitol, etc., e assim varios residuos podem ser utilizados como substrato
de baixo custo na preparacdo do meio de cultivo (PETRIK et al., 2013). Espécies de
Rhodotorula cultivada em MMS (Metil Metano Sulfonato) produz torularrodina como um
importante pigmento carotenoide, que compreende entre 60-80% do total de carotenoides; B-
caroteno representa 10-20% de carotenoides totais e o toruleno geralmente estd presente em
propor¢des menores. Torularrodina ¢ o pigmento que possui o estado de oxidagdo mais
elevado ¢ ¢ a molécula mais polar do que outros pigmentos semelhantes. Este pigmento
aparece primeiro no espectro de absor¢do seguido por toruleno e B-caroteno (MOLINE;
LIBKIND; BROOCK, 2012).

O cultivo de Rhodotorula glutinis ¢ afetado por parametros ambientais durante o
processo fermentativo. Para melhorar o desempenho e, consequentemente, reduzir o custo dos
processos biotecnoldgicos, varios estudos tém sido realizados para otimizar as condicoes de
cultura, incluindo os fatores fisicos e nutricionais. Tais como a natureza € concentracao de
fontes de carbono e nitrogénio, minerais, vitaminas, pH, aeracdo, temperatura, luz, estresse,
irradiagdo, microfiltracdo e a agitacdo que tém uma maior influéncia sobre o crescimento e
producao de células. O stress nos tecidos bioldgicos ¢ conhecido por produzir uma resposta
bioquimica envolvendo um aumento na atividade de enzimas e nos niveis de carotenoides
quando eles sdo cultivados em condi¢des desfavoraveis. Metais como o potassio, por
exemplo, tem func¢do nos micro-organismos de estabilizagdo estrutural de ribossomos, que
estio associados com uma grande fragdo de K intracelular e (Mg?") em bactérias, mas
também estdo associados com a ativacdo de diversas enzimas microbianas. Varias fontes de
carbono e nitrogénio para cultivo de Rhodotorula, incluindo o mosto de uva, xarope de
glicose, melaco de beterraba, farelo de soja, extrato de farinha de milho, extrato, melago de

cana-de-agucar e¢ de soro de leite ultrafiltrado foram estudados com a finalidade de
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desenvolver um meio de cultura capaz de gerar uma quantidade maxima do produto desejado,

além de ser econdmico (ALMANZA et al., 2014; YEN; YANG, 2012).
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Um fluxograma (Figura 6) foi organizado para melhor compreensao dos experimentos

realizados. O fluxograma contempla as principais etapas dos processos fermentativos e as

suas respectivas analises, bem como, indica as linhagens do género Rhodotorula avaliadas.
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Figura 6 — Principais etapas experimentais executadas
3.1  Micro-organismos e Técnicas de Manutengao

Na etapa de selecdo foram empregadas oito leveduras do género Rhodotorula. As

linhagens foram adquiridas pela Embrapa Agroinduastria Tropical (CNPAT - Embrapa

Fortaleza-CE) através da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e da

Colec¢dao de Culturas da Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello. A

Tabela 2 especifica as linhagens avaliadas na etapa de selecdo, bem como, os respectivos

codigos de identificacdo e origem. A manutencdo das linhagens foi realizada em &agar

Sabouraud, sob temperatura de armazenamento em torno de 4 + 1 °C.
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Tabela 2 — Micro-organismos empregados nos ensaios de sele¢do para avaliar a produgdo de carotenoides

LEVEDURAS ORIGEM EMBRAPA CNPAT
Nome Instituicdo Codigo Cédigo
Rhodotorula glutinis Micoteca UFPE URM 3961 -
R. glutinis Micoteca UFPE URM 5724 CMIAT 160
R. glutinis Micoteca UFPE URM 1348 -
R. rubra Micoteca UFPE URM 5183 CMIAT 167
R. aurantiaca Micoteca UFPE URM 5726 CMIAT 161
R. minuta Micoteca UFPE URM 5185 CMIAT 166
R. lactosa FAT CCT 2057 CMIAT 165
R. rubra FAT CCT 5470 -

FAT: Fundagdo André Tosello

Nos experimentos realizados em Erlenmeyers de 2L e biorreatores (itens 3.5.3 e
3.5.4), além da linhagem previamente selecionada, foi incorporada uma linhagem pertencente
a Colecao de Culturas do Laboratdrio de Processos Agroindustriais da Embrapa Agroindustria
Tropical, designada inicialmente como Rhodotorula sp. CMIAT 164. O item subsequente

(3.1.2) descreve em detalhes os procedimentos de identifica¢do do referido micro-organismo.

3.1.2. Identificagao de Rhodotorula sp CMIAT 164

A levedura empregada nos ensaios de aumento volumétrico € em biorreatores,
previamente denominada Rhodotorula sp. CMIAT 164, foi encaminhada ao CPQBA (Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricola/Universidade Estadual de
Campinas - UNICAMP) para identifica¢do. A identificagdo foi realizada por sequenciamento
e analise filogenética de fragmentos de genes do operon ribossomal. O protocolo empregado
pelo CPQBA ¢ descrito a seguir. O DNA gendmico da amostra foi extraido como descrito em
Scherer; Stevens (1987). A amplificacdo da regido D1/D2 (DNA: 26S) foi realizada pela
metodologia PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando como molde o DNA genomico
extraido diretamente da amostra. Os primers (oligonucleotideos sintéticos) utilizados para a
reacdo de PCR foram NL-Im e NL-4m homologos as extremidades da regidao D1/D2. Os
fragmentos amplificados foram entdo purificados e submetidos diretamente ao
sequenciamento em sequenciador automatico AB13500XL Series (4Applied Biosystem). As
sequéncias parciais das regides D1/D2 obtidas com os diferentes primers foram montadas em
um coting (sequéncia Unica combinando os diferentes fragmentos obtidos) e comparadas com
as sequéncias de organismos representados nas bases de dados do Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequencias foram alinhados empregando o programa

CLUSTAL X (Thompson et al., 1994) e as analises filogenéticas foram conduzidas utilizando
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o programa MEGA versao 4.0 (Tamura et al., 2007). As matrizes de distancia evolutiva foram
calculadas com o modelo de Kimura (1980) e a construcao da arvore filogenética a partir das
distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987), com
valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software de
rotina incluido no programa MEGA 4.0.

A sequéncia de DNA da regido D1/D2 da amostra CPQBA899/14DRM-01 esta

apresentada abaixo:

CGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATT
TATAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACAC
AAGTCTGTTGGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTTT
GTGATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCATCT
AAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGACTTGCTTGC
CGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAATGGTAGAGAGAAGGTAGCA
GTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTG
GCGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGA

A arvore filogenética construida a partir das sequéncias recuperadas da base de dados

do GenBank e da amostra CPQBA899/14DRM-01 esta representado na Figura 7.

100 | cPQBA 899/14 DRM 01
97 | Rhodotorula mucilaginosa CBS316' (AF070432)

Rhodosporidium sphaerocarpum CBS5939' (AFQ70425)

Rhodotorula glutinis ATCC32765' (AF335985)
97 Rhodosporidium toruloides CBS349! {AF070426)

— Rhodotorula psychrophiia PB19' (EF151252)
Rhodotorula glacialis A19' (EF151258)

100 1

I 0.01 I

Figura 7 — Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre a sequéncia parcial do gene RNA
ribossomal 26S da amostra CPQBA899/14DRM-01 e sequéncias de linhagens de micro-organismos relacionados
presentes nas bases de dados GenBank.

De acordo com a andlise da sequéncia de DNA da regido D1/D2 e a arvore
filogenética, a levedura foi identificada como Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C.
Harrison 1928. A sequéncia parcial da regido DI/D2 do DNA: 28S da amostra
CPQBAS899/14DRM-01 apresentou 100% de similaridade com as sequencias da mesma

regido do operon ribossomal de diferentes linhagens de Rhodotorula mucilaginosa
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depositadas no banco de dados GenBank e no banco de dados do CBS. Na arvore filogenética
apresentada na Figura 7, a amostra CPQBA899/14DRM-01 formou um agrupamento

consistente (100% de bootstrap) com representantes de Rhodotorula mucilaginosa.

3.2 Caracteristicas do glicerol P.A e glicerol bruto

O glicerol bruto empregado nos experimentos foi procedente da cadeia produtiva do
biodiesel de soja por rota metilica, realizada na Usina de Biodiesel de Quixada-CE (UBQ)
(ANEXO A). A coleta do glicerol bruto foi realizada por técnicos da Petrobras (Petroleo
Brasileiro S/A), sendo imediatamente transportado para o Laboratorio de Bioprocessos da
Embrapa Agroindustria Tropical. O glicerol bruto foi armazenado em recipientes plasticos e
estocado em temperatura ambiente (em torno de 25 + 1 °C). Tomou-se o cuidado de coletar
um volume de glicerol bruto suficiente para todo o estudo, de modo a garantir a mesma
composicdo do meio em todos os experimentos. A glicerina empregada nos processos

fermentativos foi o glicerol P.A (bidestilada com 99,5% de pureza) da marca Proquimios.

3.3 Meios de Cultivo

A Tabela 3 sintetiza a composicdo dos diferentes meios de cultivo utilizados na
execucao do trabalho de pesquisa. Nos itens 3.3.1 a 3.3.4 serdo descritos os procedimentos de
preparacdo desses meios, bem como, sinalizadas brevemente as etapas experimentais nas

quais tais meios foram empregados.

Tabela 3 — Composi¢do dos principais meios utilizados nos experimentos

Componentes Composicio (g.L )

Agar Sabouraud Sabouraud Meio de propagacio Extrato de Malte Meio otimizado
Sabouraud  original Modificado (Almeida, 2010) (EM) modificado  (Almeida, 2010)

Peptona de soja 10,0 10,0 10,0 - - -
Peptona de carne - 5,0 -
Extrato de malte - - - - 3,0 -
Extrato de levedura - - - 1,0 3,0 1,0
Dextrose 40,0 20,0 - - - -
K2HPO4 - - - 1,0 - 1,0
(NH4)2SO4 - - - 5,0 - 5,0
MgS04.7H20 - - - 0,5 - 0,5
Agar 15,0 - - - - -
Glicerol - - 10,0 (P.A) 20,0 (P.A) 10,0 (P.A) 20,0 (P.A. ou

bruto)
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3.3.1 Meio de manutencgao

Para a preparacio do meio de manuten¢io (Agar Sabouraud) foram utilizados 10 g.L™!
de peptona de soja, 40 gL' de dextrose e 15 gL' de agar. Apds a solubilizacio dos
reagentes, 7 mL desse meio foram adicionados em tubos rosqueaveis com capacidade de 20
mL. Em seguida, os tubos contendo o 4dgar Sabouraud foram autoclavados a 121 °C por 15
minutos. Ap6s a esterilizagdo, os tubos foram resfriados na posi¢do inclinada até a completa

solidificagdo do meio.
3.3.2 Meios de ativagao e propagacao do inéculo

A ativacdo da levedura foi realizada em Agar Sabouraud (meio de manutencao
descrito no item anterior). A propagacdo foi conduzida em meio Sabouraud original, meio
Sabouraud modificado ou em meio de propagagdao (ALMEIDA, 2010), dependendo da etapa
experimental (detalhes apontados no item 3.4). Na preparagdo do meio Sabouraud original
foram empregados 10 gL' de peptona de soja e 20 g.L! de dextrose e no Sabouraud
modificado, 10 g.L"! de peptona de soja e 20 g.L"! de glicerol P.A (bidestilado com 99,5% de
pureza). No meio Sabouraud modificado, a glicose (fonte de carbono original) foi substituida
por glicerol P.A (fonte de carbono alternativa). O meio de propaga¢do, conforme Almeida
(2010), apresentava a seguinte composi¢io, em g.L™': 20,0 de glicerol P.A; 1,0 de extrato de
levedura; 1,0 de KoHPO4; 5,0 de (NH4)2SO4 e 0,5 de MgSO4.7H20. Todos os meios
supracitados seguiram o mesmo protocolo de preparacdo. Apods a solubilizacdo dos
componentes em agua destilada, aliquotas de 100 mL (de cada meio) foram distribuidas em
Erlenmeyers com capacidade de 250 mL, que em seguida, foram vedados com rolha de

algodao e, por fim, esterilizados a 121 °C por 15 minutos.
3.3.3 Meios de fermentagcao dos micro-organismos

Para a etapa de selecao empregou-se o meio Extrato de Malte (EM) modificado, no
qual a glicose foi substituida pelo glicerol PA (bidestilado com 99,5% de pureza) como fonte
de carbono. A composi¢do final do meio em g.L! foi: 3,0 de extrato de malte, 3,0 de extrato
de levedura, 5,0 de peptona e 10,0 de glicerol P.A. Ja para os testes de sele¢do em meio
otimizado contendo glicerol, ensaios de ampliacdo volumétrica e biorreatores, empregou-se
meio de fermentagdo descrito por Almeida (2010). A composigdo do meio em g.L! foi: 20,0

de glicerol P.A ou bruto; 1,0 de extrato de levedura; 1,0 de K:HPO4; 5,0 de (NH4)2SO4 ¢ 0,5
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de MgS04.7H20. O pH inicial dos meios de fermentagdo foi ajustado em torno de 6,5
utilizando hidroxido de sédio 1%. Por fim, os meios foram esterilizados a 121 °C por 15
minutos (ensaios em Erlenmeyers de 250 mL e 2 L) e a 121 °C por 30 minutos (ensaios em

biorreatores de bancada).

3.34 Meios de alimentagcao do biorreator

Nos testes em batelada alimentada foram empregados dois meios de cultura distintos,
denominados FCC (fonte de carbono concentrada) e MCC (meio de cultivo concentrado). Os
meios de alimentacdo apresentaram composi¢do semelhante a descrita por Almeida (2010):
glicerol bruto; extrato de levedura; KoHPO4; (NH4)2SO4 ¢ MgSO4.7H20. No entanto, em
concentragdes alteradas. No meio FCC somente a fonte carbono foi concentrada e apresentou
a seguinte composi¢do em g.L!: 64,0 de glicerol bruto; 1,0 de extrato de levedura; 1,0 de
K2HPO4; 5,0 de (NH4)2SO04 e 0,5 de MgS0O4.7H20. No meio MCC, todos os constituintes do
meio foram concentrados e apresentou a seguinte composi¢io em g.L!: 64,0 de glicerol bruto;
3,2 de extrato de levedura; 3,2 de KxHPO4; 16,0 de (NH4)2SO4 e 1,6 de MgSO4.7H20. Apds a
diluicao dos nutrientes, 700 mL do meio foram adicionados em frascos de reagentes dotados

de sistema de bombeamento de meio de cultivo e esterilizados a 121 °C por 15 minutos.

3.4  Ativacao e Preparo do Inéculo para os Experimentos

As etapas de ativagdo e preparo do indculo para os experimentos foram validadas
previamente por testes de reprodutibilidade. Tais testes visaram a padronizacdo da quantidade
de inoculo empregada nos ensaios, garantindo assim maior confiabilidade nos resultados
experimentais. Os testes de reprodutibilidade consistiram em execugdes seguidas dos
procedimentos de ativagdo e preparo de inoculo durante dois dias consecutivos, totalizando
cinco execucdes didrias para cada linhagem. O meio foi entdo incubado em shaker orbital a 30
+ 1 °C e 150 rpm por 24 horas. Apdés o periodo de incubacdo quantificou-se
espectrofotometricamente a biomassa produzida.

A ativagdo e preparo de indculo para os experimentos foram estabelecidos da seguinte
forma: a) para os testes preliminares de selecdo (EM), testes de selecdo em meio otimizado
contendo glicerol e testes em Erlenmeyers de 2 L, a ativagdo e propaga¢ao ocorreram em agar

Sabouraud e em meio Sabouraud original, respectivamente; b) para os testes realizados em
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biorreatores de bancada, a ativacdo e propagacdo do indculo foram etapas sequenciais e
ocorreram da seguinte forma: agar Sabouraud (ativa¢dao), meio Sabouraud modificado
(propagagdo) e meio com glicerol P.A (propagacdo) (Fluxograma apresentado na Figura 8,
item 3.5.4.6). Estabeleceu-se o meio Sabouraud modificado como meio de propagacdo para os
testes em biorreator, mediante testes comparativos realizados com Rhodotorula mucilaginosa
CMIAT 164 (ANEXO B). A finalidade dessa mudanga no procedimento de propagacao foi

propiciar a aclimatizag¢do das culturas ao glicerol ao longo do processo fermentativo.

3.5 Etapas Experimentais

3.5.1 Testes preliminares de sele¢cao dos micro-organismos em
meio Extrato de Malte (EM) modificado contendo glicerol P.A

Inicialmente as leveduras Rhodotorula lactosa CCT 2057, R. rubra CCT 5470, R.
glutinis URM 3961, R. glutinis URM 5724, R. glutinis URM 1348, R. rubra URM 5183, R.
aurantiaca URM 5726 e R. minuta URM 5185 foram avaliadas quanto ao potencial de
producdo de pigmentos carotenoides em meio Extrato de Malte (EM) modificado. Os testes
ocorreram em shaker orbital utilizando Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio
reacional e, ocorreram a 30 £ 1 °C e 150 rpm por 120 horas. Nesta etapa, o teor de
carotenoides foi correlacionado pela determinagdo da cor instrumental, através do pardmetro

a* a cada 24 horas, conforme analise descrita no item 3.6.3.

3.5.2 Testes de selegao em meio otimizado contendo glicerol P.A

Esta etapa da investigagdo consistiu em avaliar a produ¢do de pigmentos em meio
otimizado com glicerol P.A como descrito por Almeida (2010). Nesta etapa foram
empregadas as leveduras com melhor desempenho na etapa anterior e todos os experimentos
foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio de cultivo.
Determinou-se a cada 24 horas, a cor instrumental, o consumo de glicerol e a producdo de

biomassa durante 240 horas de fermentagdo. Os ensaios ocorreram a 30 = 1 °C e 150 rpm.
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3.5.3 Testes em Erlenmeyers de 2 L: comparagao entre o
desempenho do glicerol P.A e bruto

Os ensaios iniciais de aumento volumétrico dos meios de fermentacdo, ocorreram em
Erlenmeyers de 2 L contendo 400 mL de meio de cultivo, inoculados com 100 mL de caldo
Sabouraud original (500 mL volume final). Nos experimentos foram utilizadas Rhodotorula
aurantiaca URM 5726 e Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164. Esta tltima foi incorporada
ao trabalho de investigagdo apds alcangar bons resultados em estudos conduzidos por Branco
(2010) e Almeida (2010). Os testes visaram a comparagdo de dois tipos de glicerol: um de
grau analitico (bidestilado com 99,5% de pureza) e um proveniente da cadeia produtiva do
biodiesel de soja com 80,9% de pureza (glicerol bruto). Apds a inoculagdo do meio, os
Erlenmeyers foram incubados em shaker orbital a 30 +£ 1°C e 150 rpm durante 240 horas.
Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas para as analises de concentragdo de biomassa, cor

instrumental e consumo de glicerol.

3.5.4 Fermentacao em biorreator de bancada: avaliagao dos
parametros do processo fermentativo

Ap6s a finalizagdo das etapas experimentais anteriores (sele¢do e adaptacdo das
linhagens), iniciaram-se os testes piloto. O biorreator empregado nos ensaios foi da marca
New Brunswinck Scientific Co., modelo BioFlo 115 com capacidade nominal de 3,0 L e
volume maximo de trabalho de 2,0 L. Com a finalidade de melhorar a agitacio do meio
reacional foram utilizados impelidores do tipo “Rushton” dotados de 6 pas planas. O
espagamento entre as turbinas foi calculado de acordo com o volume de trabalho. O impelidor
inferior foi posicionado a 17,0 cm da tampa ao eixo e o superior a 10,2 cm da tampa ao eixo
da unidade de agita¢do. Foram utilizados quatro defletores equidistantes posicionados a 90°
em relacdo a parede da dorna. A dorna foi alimentada por ar comprimido seco, filtrado na
entrada e saida do meio através de filtros (em PTFE com porosidade de 0,20 um) para
remocao de particulas. A 4gua para manuten¢do das condi¢des de fermentagdo foi alimentada
por um Chiller Thermo Scientific, modelo Thermo Flex 1400 a 10 °C.

O meio de fermentacao foi preparado diretamente na dorna. Para o acompanhamento
do pH durante o processo fermentativo foi inserido um sensor antes da esterilizagdo da dorna.

Adicionou-se ao meio de cultivo 6leo de soja comercial (0,30% v/v) como agente
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antiespumante. O meio preparado no biorreator foi esterilizado em autoclave Phoenix, modelo
AV-150 a 121 °C durante 30 minutos.

Com o sistema (aeragdo, temperatura e agitacdo) estavel, o fermentador foi inoculado,
assepticamente com o auxilio de uma seringa de 60 mL de capacidade dotada de agulha
hipodérmica de 1,20 x 40 mm. As fermentacdes foram conduzidas durante 240 horas em
regime de batelada simples ou alimentada, dependendo da etapa experimental. A pureza dos
cultivos foi monitorada pelo método de Gram. A seguir sdo descritos, em detalhes, os testes

pilotos realizados em biorreator:

3.5.4.1 Influéncia do tempo de propagagdo dos inoculos das leveduras carotenogénicas

Os testes iniciais em biorreator consistiram em avaliar a influéncia da idade do ino6culo
na producdo de biomassa e pigmentos por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 e
Rhodotorula aurantiaca URM 5726. Os biorreatores foram inoculados com leveduras em fase
exponencial de crescimento (indculo proveniente de cultivo de 48 horas de propagacgdo) e com
leveduras em fase estacionaria (indculo proveniente de cultivo de 120 horas de propagacao).
O processo fermentativo iniciou-se com a transferéncia do indculo para Erlenmeyers de 250
mL contendo 100 mL de caldo Sabouraud modificado (meio de ativacdo). Apos 24 horas de
incubacao em shaker orbital a 30 = 1°C e 150 rpm, o meio fermentado (100 mL) foi utilizado
para inocular Erlenmeyers de 2 L contendo 400 mL de meio com glicerol puro. Em seguida,
os meios foram incubados novamente em shaker orbital a 30 = 1 ° C, 150 rpm por 48 e¢ 120
horas. Por fim, os reatores contendo aproximadamente 2 L de meio de cultivo foram
inoculados com uma suspensdo inicial de 0,1 g.L' de massa seca e o processo fermentativo
conduzido a 30 = 1°C, 150 rpm e lvvm durante 240 h. Amostras foram retiradas em

intervalos de 24 horas para determinacdes analiticas (biomassa, pH e consumo de glicerol).

3.5.4.2 Influéncia da temperatura sobre a levedura carotenogénica

A fim de avaliar a influéncia da temperatura sobre a produgdo de pigmentos
carotenoides durante os processos fermentativos, diferentes temperaturas de incubagao foram
testadas: 10, 15, 20, 25, 30 °C. Nesta etapa empregou-se a linhagem Rhodotorula
mucilaginosa CMIAT 164, uma vez que esta linhagem apresentou resultados mais

promissores na fase anterior. A concentracio inicial do indculo foi de 0,1 g.L'! de massa seca
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obtida previamente por 48 horas de propagagdo. O processo fermentativo foi conduzido em
batelada simples a 150 rpm e 1vvm, com duracao de 240 horas. Amostras foram retiradas em
intervalos de 24 horas para determinagdes analiticas (biomassa, pH e consumo de glicerol). O
teor de carotenoides foi determinado a cada 24 horas a partir de 120 horas do processo

fermentativo.

3.5.4.3 Influéncia do pH sobre a levedura carotenogénica

Esta etapa do trabalho consistiu em avaliar a producao de biomassa, consumo de
glicerol e carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 em fungao do controle de
diferentes pHs do meio de fermentacdo, avaliando os seguintes valores de pH: 3,0; 4,0; 5,0;
6,0 e 7,0. Durante o processo fermentativo os valores de pH foram mantidos constante, pela
adi¢do de NaOH (0,5 ou 1% m/v) ou H2SO4 (1% v/v). A concentracdo inicial do inoculo foi
de 0,1 gL' de massa seca obtida previamente por 48 horas de propagagdo e o processo
fermentativo foi conduzido em batelada simples a 30 °C, 150 rpm e 1vvm, com duragdo de
240 horas. Amostras foram retiradas em intervalos de 24 horas para determinagdes analiticas
(biomassa e consumo de glicerol). O teor de carotenoides foi determinado a cada 24 horas a

partir de 120 horas do processo fermentativo.

3.5.4.4 Influéncia do aumento da concentra¢do inicial do inoculo de Rhodotrula

mucilaginosa CMIAT 164

Foram empregados em todas as etapas experimentais um volume inicial de inoculo de
0,1 gL' de massa seca. Porém, nesta etapa especificamente, foi investigado o impacto do
aumento da concentragao inicial de indculo de Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sobre
a producdo de carotenoides. Concentragdes em torno de 2,0 g.L'! de massa seca de levedura
foram empregadas nos testes. O processo fermentativo foi conduzido em batelada simples, a
30 °C, 150 rpm e 1vvm durante 240 horas. O pH do processo foi controlado (pH 6). Amostras
foram retiradas em intervalos de 24 horas para determinacdes analiticas (biomassa e consumo
de glicerol). O teor de carotenoides foi determinado a cada 24 horas a partir de 120 horas do

processo fermentativo.
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3.5.4.5 Testes preliminares de alimentagdo do biorreator

Ensaios em batelada alimentada foram executados para avaliar a producdo de
carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164. Dois diferentes meios de
alimentac¢do do biorreator foram avaliados, o meio FCC e MCC de acordo com item (3.3.4). A
alimentacdo iniciou-se no final da fase exponencial de crescimento da levedura
carotenogénica (96 horas de processo) e prolongou-se por quatro dias (192 horas de
fermentagdo). A dorna foi alimentada com um volume de 125 mL.dia'. O processo
fermentativo foi conduzido a 30 = 1°C, 150 rpm e 1vvm durante 240 h. Os biorreatores foram
inoculados com uma suspensdo inicial de 0,1 g.L' de massa seca de levedura. Amostras
foram retiradas em intervalos de 24 horas para determinacdes analiticas (biomassa e consumo
de glicerol). O teor de carotenoides foi determinado a cada 24 horas a partir de 120 horas do

processo fermentativo.
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3.5.4.6 Fluxograma geral dos testes em biorreator

Os testes em biorreator podem ser melhor visualizados pelo fluxograma representado
na Figura 8. O fluxograma elaborado demonstra desde a etapa de ativagdo da levedura até a

inoculagdo em biorreator de 3L.
Etapa de ativagao da levedura
em agar Sabouraud

Erlenmeyers de 250 mL

Etapa de propagacdo em
Sabouraud modificado

Sabourad
modificado

30 °C e 150 rpm por 24 hl

Erlenmeyers de 2 L

—
Etapa de propagacao em
meio contendo glicerol P.A.

Meio com
Glicerol P. A.

30 °C e 150 rpm por 48 h

3

Gases

Fermentagdo em biorreator
contendo glicerol bruto a
30 °C, 150 rpm e 1 vvm por
240 h

Figura 8 — Processo de ampliacdo volumétrica até biorreator de bancada utilizando glicerol como fonte de
carbono.



40

3.6 Métodos Analiticos

3.6.1 Determinacao de biomassa

Para a determinacdo da biomassa foram coletados 10 mL do meio fermentado. O caldo
coletado foi centrifugado (centrifuga modelo Biofuge Stratus com rotor 15000) a 5000 rpm
(equivalentes a aproximadamente 7300 g) por 10 minutos, reservando o sobrenadante para
posteriores analises. O precipitado foi lavado duas vezes com dgua destilada e centrifugado
novamente. A biomassa foi quantificada espectrofotometricamente, a 600 nm, com o auxilio
de curva-padrao de peso seco, previamente estabelecida. A concentracdo de biomassa

produzida nos meios fermentados foi estimada pela Equagao 1.

CONC = f.Abs.Dil (Eq. 1)
onde:
CONC - ¢ a concentragdo de biomassa da amostra, expressa em g.L!;

f - é o fator de concentragio, expressa em g.L'!;

Abs - é a absorbancia lida a 600 nm em espectrofotdmetro e

Dil - a diluicdo estabelecida para a leitura espectrofotométrica.

3.6.2 Determinagao da concentracao de glicerol

As amostras foram filtradas, a vacuo, em cartucho C18 (BOND-ELUT VARIAN) e
depois filtradas em filtro de nylon de 13 mm de diametro com porosidade de 0,45 pm
(MILLIPORE). A concentracdo de glicerol foi medida através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) utilizando um sistema de HPLC VARIAN 210 equipado com um
detector de indice de refracdo (modelo PROSTAR 355) e uma coluna MetaCarb 67H (6,5 x
300 mm) e pré-coluna (25 x 3 mm). A solug¢io de H2SO4a 0,01N preparada com Agua MiliQ
(Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA) foi utilizada como fase mével com fluxo de 0,8
mL.min" a 60 °C. O volume de inje¢do das amostras foi padronizado em 20 pL. As
concentragdes foram calculadas através de curva de calibragdo previamente definida dos

constituintes de interesse identificados.
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3.6.3 Determinagao de cor instrumental — forma indireta de analise
dos pigmentos dos meios fermentados

Segundo Meléndez-Martinez; Vicario; Heredia (2003), o teor de carotenoides de uma
amostra liquida pode ser correlacionado com a sua pigmentacdo. Esta, por sua vez relaciona-
se aos parametros + a* e + b*. A cor instrumental dos meios fermentados foi determinada
através de analise colorimétrica empregando colorimetro Konica Minolta da marca
CHROMA METER modelo CR 400. Durante a determinagdo da cor instrumental um feixe
de luz ¢ emitido sobre o material e, em seguida, a luz refletida ¢ capturada fornecendo trés
varidveis: L*, a* e b*. Os pigmentos carotenoides foram avaliados pelo sistema CIELab onde
L* indica (luminosidade/brilho) e parametros de cromaticidade a* e b* representam as
coordenadas cromaticas, indicando as dire¢des das cores. O L* varia do preto (0) ao branco
(100), o + a* em direcao do vermelho, o - a* em direcdo do verde, o + b* em dire¢ao do
amarelo e o — b* em direcdo do azul, na escala padrao de cromaticidade na faixa de - 60 até +
60, os quais foram medidos, utilizando iluminante D 65/10°. Desta forma, no presente
trabalho o principal pardmetro estudado durante os processos fermentativos foi a
cromaticidade + a* que estd associado aos principais pigmentos rosados formados pelas

leveduras do género Rhodotorula.

3.6.4 Determinacgao da produtividade em biomassa (Px)

Po=—t (Eq. 2)

onde:
P, - produtividade em biomassa (g.L"'.h™);

AX =X, — X, - variagdo da concentragdo de celulas em gLt

¢, - tempo final de fermentagdo em horas (h).

3.6.5 Determinacao da produtividade do produto (Pr)

(Eq. 3)
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onde:

P, - produtividade do produto (mg.g".h");
AP = P, — F, - variagdo da concentra¢do do produto em mg. gl

t, - tempo final de fermentag¢do em horas (h).

3.6.6 Determinacao dos parametros cinéticos

As velocidades especificas de crescimento da levedura (ux), de consumo de substrato

(us) e de formagao do produto (ur) foram calculadas, respectivamente, através das seguintes

equacoes:

1 dX
= — X — E 4
Hoe=—ox— (Eq. 4)

1 dS
- | -2 Eq.5
Hs X( dtj (Eq. 5)

1 dP
=—X— Eq. 6
M= (Fa-6)

3.6.7 Determinacgao do teor de carotenoides

Nos ensaios realizados em biorreatores, além da avaliacdo da cor instrumental, optou-
se em determinar o teor de carotenoides em pontos experimentais previamente selecionados.
As amostras desses pontos foram recolhidas e centrifugadas (5000 rpm, equivalentes a
aproximadamente 7300 g) em tubo Falcon (Etapa 1). Apos o descarte do sobrenadante, a
biomassa foi empregada para extracdo e quantificagdo dos carotenoides. A biomassa foi
colocada em almofariz de porcelana ¢ macerada juntamente com celite 545 sigma Aldrich
(hyflosupercel) e acetona resfriada (Etapa 2). A extragdo ocorreu sucessivas vezes até que a
biomassa ndo apresentasse mais nenhuma pigmentacao. A finalidade dessa etapa foi romper a
parede celular das leveduras e extrair os pigmentos carotenoides intracelulares. A etapa
seguinte consistiu na filtragdo dos carotenoides para a separacdo de residuos, utilizando um

funil de Buchner e filtro de papel (Etapa 3). Em seguida, a amostra foi colocada em funil de
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separacao, onde foram adicionados 20 mL de éter de petrdleo. Os carotenoides foram entao
transferidos para o éter de petrdleo, apds sucessivas lavagens com agua destilada (Etapa 4). A
solucdo aquosa foi descartada e os carotenoides em éter de petroleo foram concentrados em
rotaevaporador a 35 £ 1 °C (MALDONADE; RODRIGUEZ-AMAYA; SCAMPARINI,

2012). A Figura 9 ilustra o processo de extra¢ao dos carotenoides para quantificagdo.

Etapa 4
Ftapal
—> éter de petroleo + carotenoides
—> 4gua destilada + acetona
Etapa 1l
Ftapa2
% ” @ ” M
Biomassa Biomassa + celite Carotenoides +
{imida + acetona gelada acetona

Figura 9 — Desenho esquematico do método de extragdo de carotenoides

Os carotenoides foram quantificados espectrofotometricamente utilizando o
comprimento de onda (A) de 450 nm. A concentragdo de carotenoides foi estimada de acordo
com formula estabelecida por Rodriguez-Amaya (2010), empregando o coeficiente de
absor¢io do B-caroteno (A!'”1cm = 2592). Assim para calcular a concentragdo de carotenoides

(ug/g), aplicou-se a Equacao 5:

Concentragado de carotenoides ug/ g = M (Eq. 7)
A, xM %100

onde:

A - representa a absorbancia da amostra;

M - volume do éter de petrdleo em mililitros (mL)

V- tempo final de fermentagdo em horas (h);

A" - coeficiente de absorgdo do carotenoide no solvente usado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Teste de Selegcao dos Micro-organismos em Meio EM
Contendo Glicerol P.A

Os testes preliminares consistiram em avaliar o potencial de produgao de carotenoides
de oito leveduras do género Rhodotorula em meio Extrato de Malte (EM) modificado, no qual
a glicose foi substituida pelo uso do glicerol P.A como fonte de carbono. Maldonade et al.
(2007) caracterizou leveduras do género Rhodotorula que foram conduzidos a 30 °C por 120
h, utilizando caldo EM como principal meio de crescimento das leveduras. A selegdo inicial
das linhagens foi realizada através da avaliacdo da cor do meio fermentado, aplicado a
cromaticidade a*. A Figura 10 representa os resultados da cromaticidade a* para os ensaios
de selecdo dos micro-organismos. Nesta etapa, selecionaram-se as leveduras que produziram
maiores teores de pigmentos rosados, ou seja, maiores valores de a*. Nesse contexto, foi
possivel observar o perfil de cromaticidade a* em todas as linhagens em diferentes intervalos

de tempo.

Cromaticidade a*

24 48 72 96 120
Tempo (h)

Figura 10 — Perfil de cromaticidade a* (+ a* em direcdo do vermelho e - a* em dire¢do do verde) R. lactosa
CCT 2057(m), R. rubra CCT 5470 (m), R. glutinis URM 3961 (m), R. glutinis URM 5724 (=), R. glutinis URM
1348 (m), R. rubra URM 5183 (), R. aurantiaca URM 5726 (m), R. minuta URM 5185 (m) durante os testes de

selegdo conduzidos a 30 °C e 150 rpm durante 120 h

De acordo com Meléndez-Martinez; Vicario; Heredia (2003), o teor de carotenoides
de uma amostra liquida pode ser correlacionado com a sua pigmentagdo. Assim sendo,

observou-se ao longo do tempo que quanto maior o valor da cromaticidade a*, maior poderia
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ser a quantidade de pigmentos carotenoides rosados formados. Segundo Maldonade;
Rodriguez-Amaya; Scamparini, (2012), a carotenogénese vai depender da capacidade da
linhagem produzir diferentes quantidades de carotenoides e das condi¢des de cultivo a que foi
submetida. Desta forma, foram selecionadas para a etapa seguinte as linhagens, R. glutinis
URM 5724, R. lactosa CCT 2057 e a R. aurantiaca URM 5726 que obtiveram o melhor
desempenho nestes testes preliminares. Essas leveduras apresentaram produgdo de cor
consideravel em EM modificado, demonstrando a viabilidade econdmica do emprego do

glicerol como fonte de carbono em processos fermentativos.

4.2 Teste de Selecao em Meio Contendo Glicerol P.A.

Nesta etapa, além do perfil de cromaticidade a*, foram avaliados o consumo de
glicerol, biomassa produzida e perfil do pH. A Figura 11 mostra os resultados da
concentracdo de biomassa e consumo de glicerol para as linhagens R. glutinis URM 5724, R.

lactosa CCT 2057 e a R. aurantiaca URM 5726.

Biomassa (g.L™)

01 F——1—

Glicerol (g.L™)

0 24 48 2
Tempo (h)

(A)

T T T T T T T T T T T T 1T
96 120 144 168 192 216 240 264

T T T T T T T T T T T T T T T T
96 120 144 168 192 216 240 264
Tempo (h)

(B)

Figura 11 — Producédo de biomassa (A) e consumo de glicerol (B) por R. lactosa CCT 2057(A), R. glutinis
URM 5724 (@) e R. aurantiaca URM 5726 (m) a 30 °C e 150 rpm em meio contendo glicerol

Observando os valores obtidos para biomassa (Figura 11A), percebeu-se que, a maior
quantidade de biomassa formada (5,45 + 0,02 g.L™!) ocorreu a partir de 192 h de processo em
cultivos com R. glutinis URM 5724. Ao final de 240 h de fermentagdo, a quantidade maxima
de biomassa obtida pelas leveduras R. aurantiaca URM 5726, R. glutinis URM 5724 e R.
lactosa CCT 2057 foram respectivamente, 3,80 + 0,1 g.L''; 5,05+ 0,2 gL'e 4,39+ 0,2 gL\
Em Maldonade; Rodriguez-Amaya; Scamparini (2012), Rhodotorula mucilaginosa-137
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produziu 5,3 g.L"! de biomassa utilizando uma combinacio de 5,0 g.L"! extrato de levedura e
20 g.L! de glicose. Contudo no experimento aqui demonstrado, a combinagio de 20 g.L! de
glicerol e 1,0 g.L'! de extrato de levedura, desencadearam uma produgdo de 5,45 gL' de
biomassa de Rhodotorula glutinis URM 5724.

Em experimentos conduzidos por Petrik et al. (2013), o glicerol foi aplicado como
unica fonte de carbono e energia para o crescimento de Rhodotorula lactosa, onde o
rendimento maximo de biomassa foi obtido ap6s 20 h de fermentacdo utilizando 21,5 g.L! de
glicerol. Os autores ainda reportaram que o crescimento da levedura passou a ser inibido na
presenca de 28,0 g.L'! de glicerol e, que concentra¢des inibitorias modificaram a morfologia
das células.

O glicerol foi consumido por todas as linhagens (Figura 11B), porém R. aurantiaca
URM 5726 e R. glutinis URM 5724 consumiram quase a totalidade do glicerol adicionado ao
meio. No entanto, observando o consumo de glicerol por R. lactosa CCT 2057 percebeu-se
acimulo dessa fonte de carbono, resultando numa concentragio de 7,2 = 0,3 g.L! ao final do

Pprocesso.

10 +

'l(m §
(]

T 64 _—
3 s 4

2 & 4
5, - o

S o a4

° /E g \\x/

oOt———7T——7—7T—T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
Tempo (h)
Figura 12 — Perfil da cromaticidade a* por R. lactosa CCT 2057 (A), R. glutinis URM 5724 (), R. aurantiaca
URM 5726 (m) a 30 °C e 150 rpm em meio contendo glicerol

Verificou-se que cinética de produgao de cor por R. aurantica URM 5726 apresentou
valores mais elevados para cromaticidade a* durante todo o processo fermentativo (Figura
12). Contudo, os valores correspondentes a cromaticidade a* observados ao final do processo
fermentativo para R. aurantiaca URM 5726, R. glutinis URM 5724 e R. lactosa CCT 2057
foram de + 9,45+ 0,4, + 6,31 £0,3 e + 4,96 £ 0,2, respectivamente.

Nesta etapa também houve o acompanhamento do pH ao longo do processo

fermentativo (Figura 13). Percebeu-se variacao expressiva do pH, em relagdo ao valor inicial,
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ao longo das fermentagdes. Inicialmente o pH manteve-se constante, em torno de 6,5, no
entanto, apds 24 h de fermentagdo houve uma queda brusca dos valores. Todas as leveduras
apresentaram o mesmo perfil de decréscimo do pH. Os cultivos com R. aurantiaca URM
5726 apresentaram queda mais acentuada do pH em 48 h e, que apds esse periodo
praticamente mantiveram-se constantes (em torno de 3,0) até o final do processo fermentativo

(240 h).

T T T —1 1 1 1T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
Tempo (h)

Figura 13 — Comportamento do pH das leveduras de R. lactosa CCT 2057 (A), R. glutinis URM 5724 (e), R.
aurantiaca URM 5726 (m) a 30 °C e 150 rpm em meio contendo glicerol

Valduga et al. (2009) em um “review” e, citando as investiga¢des de Frengova et al.
(1994), descrevem que a biossintese de carotenoides naturalmente ocasiona mudancas do pH
do meio de cultivo, como consequéncia do crescimento da levedura. O decréscimo do pH
ocorre nas primeiras 72 h de fermentacdo e a partir desse periodo permanece constante.
Voaides e Dima (2012) investigando trés linhagens do género Rhodotorula, em cultivos
empregando glicose e diferentes fontes de nitrogénio, constataram decréscimo nos valores de
pH a partir de 24 h de processo. Os autores apontaram que nas distintas condig¢des
experimentais, a curva de decréscimo de pH dos cultivos foi bastante similar para as
diferentes espécies de Rhodotorula, atingindo, ao final da fermentacao, valores entre 2,0 - 2,5.

Desta forma, os testes em meio contendo glicerol P.A como fonte carbono,
demonstraram que o melhor desempenho foi alcangado pela R. aurantiaca URM 5726, que
apresentou os melhores perfis de cromaticidade a*, apesar da levedura ter demonstrado

menores valores de biomassa.
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4.3 Testes em Erlenmeyers de 2 L: comparag¢ao entre o
desempenho do glicerol P.A e glicerol bruto

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores, selecionou-se para
esta etapa R. aurantiaca URM 5726, que demonstrou o melhor desempenho no consumo de
glicerol e cromaticidade a*.

Nos experimentos conduzidos em Erlenmeyers de 2 L foi incorporada também a
linhagem R. mucilaginosa CMIAT 164, anteriormente investigada por Almeida (2010) e
Branco (2010). Os autores avaliaram os parametros de crescimento da levedura na produgdo
de biomassa rica em carotenoides em Erlenmeyers de 250 mL utilizando glicerol P.A como
fonte de carbono (ALMEIDA, 2010) e em biorreator de 14 L empregando glicose como fonte
de carbono (BRANCO, 2010). Nas duas investiga¢des, R. mucilaginosa CMIAT 164
apresentou melhor desempenho no que concerne o consumo das fontes carbono e nitrogénio e
producdo de pigmentos carotenoides e biomassa.

Os ensaios em Erlenmeyers de 2 L foram realizados com o intuito de comparar o
comportamento das linhagens em relagdo a producdo de biomassa, consumo de glicerol e
cromaticidade a*, em meio contendo glicerol P.A e glicerol bruto como fontes de carbono,
mediante ampliacdo volumétrica do meio de fermentagdo para 500 mL

A Figura 14 apresenta o perfil da producdo de biomassa e consumo de glicerol pelas
leveduras R. aurantiaca URM 5726 e R. mucilaginosa CMIAT 164 em Erlenmeyers de 2 L,
contendo 500 mL de meio reacional.

Nos cultivos com R. aurantiaca URM 5726 observou-se que a maior quantidade de
biomassa produzida (4,64 = 0,3 g.L'!) ocorreu com 144 h de fermentagdo no meio contendo
glicerol bruto (Figura 14A). Constatou-se também que, no mesmo periodo de fermentagdo,
nos cultivos contendo glicerol P.A, a producdo de biomassa alcancada foi de 4,06 + 0,3 g.L'.
No entanto, ¢ importante salientar que a partir de 72 h de fermentagdo, praticamente nao
houve acréscimo na producdo de biomassa, mantendo-se constante até o final do processo
fermentativo (meio com glicerol P.A) ou ainda, apresentou pequena queda de producdo (meio
com glicerol bruto) a partir de 168 h. De acordo com resultados obtidos por Saenge et al.
(2011), valores similares de biomassa de Rhodotorula glutinis TISTR 5159 (4,53 £ 0,31 g.L'})
foram obtidos com 72 h de fermentagdo utilizando glicerol bruto como fonte de carbono e
sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio.

Avaliando o consumo de glicerol (Figura 14B), observou-se que a R. aurantiaca URM

5724 consumiu quase a totalidade do glicerol disponivel no meio de fermentagao,



49

independentemente do tipo de glicerol utilizado. Entretanto, a assimilacdo desses substratos
mostrou-se gradativa. Vale salientar que o consumo de glicerol bruto pela Rhodotorula
aurantiaca URM 5724 foi mais rapido, esgotando-se em 144 h de fermentacdo. Nesse mesmo
tempo, em que nio apresentava glicerol bruto, ainda restavam 4,48 + 0,70 g.L!' de glicerol
P.A no meio. Desta forma, o consumo de glicerol P.A pela levedura mostrou-se mais lento,

esgotando-se apenas no final do processo fermentativo.
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Figura 14 — Produgdo de biomassa em glicerol P.A (m) e glicerol bruto (A) por R. aurantiaca UMR 5726 (A) e
R. mucilaginosa CMIAT 164 (C) e Consumo de glicerol P.A (m) e glicerol bruto (A) por R. aurantiaca UMR
5726 (B) e R. mucilaginosa CMIAT 164 (D) na ampliag@o volumétrica de 500 mL a 30 °C e 150 rpm

Considerando o perfil de biomassa da Figura 14C, em diferentes composi¢des de
glicerol, observou-se que a maior producdo de biomassa por R. mucilaginosa CMIAT 164,
independente da fonte de carbono utilizada, ocorreu em 144 h de fermentacao, a partir desse
ponto houve pouca alteragdo no perfil de biomassa. Portanto, a quantidade de biomassa

produzida com 144 h de fermentacdo, utilizando glicerol bruto e glicerol P.A como fonte de
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carbono, foram de 7,1 £ 0,3 gL' e 6,3 £ 0,7 g.L'!, respectivamente. Marova et al. (2012),
avaliando diferentes substratos para a producdo de carotenoides por espécies Rhodotorula,
demonstrou que a Rhodotorula glutinis quando cultivada em frasco Erlenmeyer utilizando
glicose como fonte de carbono apés 80 h de fermentagio, produziu 5,91 gL' de biomassa.
No presente trabalho, utilizando glicerol bruto como fonte de carbono, foi possivel produzir
6,2 g.L! de biomassa no mesmo intervalo de tempo. Pesquisas vém sendo realizadas para a
otimizagdo das condi¢des de cultivo e fatores de crescimento que influenciam diretamente no
crescimento celular, a fim de melhorar a eficiéncia na produgdo de carotenoides e
consequentemente diminuir oo custo do processo biotecnologico.

Nos cultivos com R. mucilaginosa CMIAT 164 (Figura 14D) observou-se que o
glicerol bruto foi gradativamente consumido, esgotando-se em 168 horas de fermentagdo. J& o
consumo de glicerol P.A pela levedura foi mais lento, demonstrando actimulo desse substrato,
no mesmo tempo em que o glicerol bruto havia sido esgotado. Assim sendo, no intervalo de
168 h de fermentacao, a quantidade de glicerol P.A ainda presente no meio de cultivo era de
40+1,17 gLL.

Nitayavardhana e Khanal (2011) avaliaram a possibilidade de cultivar fungos em
glicerol bruto como tUnica fonte de carbono. Foram testadas diferentes fontes de carbono,
incluindo extrato de levedura, glicerol P.A e glicerol bruto. A anélise estatistica dos dados
mostrou diferenca significativa entre os rendimentos de biomassa de fungos. A maior
producdo de biomassa foi obtida em amostras que continham glicerol bruto. Entretanto, o
crescimento do fungo em glicerol bruto ndo foi consideravelmente diferente do seu
crescimento em extrato de levedura, uma vez que esse ultimo ¢ tipicamente empregado em
cultivos de micro-organismos.

Avaliando os perfis de consumo de glicerol P.A e bruto por R. mucilaginosa CMIAT
164 e R. aurantiaca URM 5726, observou-se que o glicerol bruto foi totalmente consumido
antes do término do processo fermentativo e que ao final desse processo ainda restavam no
meio em torno de 4,0 g.L"! de glicerol P.A.

Petrik et al. (2013) realizaram estudos com as leveduras Rhodotorula glutinis — CCY
20-2-26, Rhodotorula rubra — CCY 20-7-28 e Rhodotorula aurantiaca — CCY 20-9-7,
utilizando diferentes combinagdes de fontes de carbono (glicerol P.A, glicerol bruto e glicose)
nos processos fermentativos. Os autores demonstraram que a sintese de carotenoides e a
produg¢do biomassa foram satisfatorias quando empregou-se glicerol bruto como fonte

carbono.
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Foi avaliada também nesta etapa experimental a cor instrumental dos cultivos (Figura
15). Em relacdao a cromaticidade a*, nos meios fermentados com R. aurantiaca URM 5726
(Figura 15A), observou-se que a cromaticidade a* atingiu producdo méaxima em 168 h de
fermentagdo, alcangando teor maximo de + 8,52 + 0,2 em glicerol P.A e + 8,40 £ 0,2 em
glicerol bruto. A partir desse intervalo de tempo a sintese de pigmentos manteve-se constante
até o final da fermentagcdo. Para ambos experimentos, a sintese de carotenoides apresentou
comportamento similar.

A maior produtividade em biomassa em ambos os meios ocorreu em 48 h de
fermentagdo. Nos experimentos empregando glicerol bruto o valor maximo alcangado foi de
0,059 + 0,001 g.L".h"!' e em meios utilizando glicerol P.A o valor alcangado foi de 0,053 +
0,002 g.L'L.h"!. Desta forma, o maior valor de produtividade em biomassa de R. aurantiaca
URM 5726 foi alcancado no processo fermentativo que apresentava em sua composicao

glicerol bruto como fonte carbono (Figura 15B).
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Figura 15 — Cromaticidade a*em glicerol P.A (m) e glicerol bruto (A ) por R. aurantiaca UMR 5726 (A) e R.
mucilaginosa CMIAT 164 (C) e Produtividade em biomassa em glicerol P.A (m) e glicerol bruto (A ) por R.
aurantiaca UMR 5726 (B) e R. mucilaginosa CMIAT 164 (D) na ampliagdo volumétrica de 500 mL a 30 °C e
150 rpm

Avaliando a curva de cromaticidade a* da levedura Rhodotorula mucilaginosa
CMIAT 164, o maior valor observado foi de + 11,23 + 0,1 em 168 h de fermentagdo
empregando-se glicerol bruto como fonte de carbono (Figura 15C). No entanto, no mesmo
intervalo tempo, a R. mucilaginosa CMIAT 164 alcancou um valor de + 9,43 + 0,5 utilizando
glicerol P.A como fonte de carbono. Nos meios de cultivo com o glicerol P.A, o valor
maximo de cromaticidade a* observada foi com 216 h apresentando um valor de + 10,39 +
1,0.

Foi possivel verificar que a substituicdo do glicerol P.A por glicerol bruto nos meios
fermentativos, proporcionou um aumento em torno de 8,0 % nas determinacdes de
cromaticidade a* nos testes realizados com R. mucilaginosa CMIAT 164. Os valores de

cromaticidade a* foram maiores em 168 h, sugerindo que a producdo de carotenoides
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possivelmente vinculou-se ao metabolismo secundario, j4 que a fonte de carbono havia
esgotado nesse intervalo de tempo.

A maior produtividade em biomassa de R. mucilaginosa CMIAT 164 (Figura 15D)
ocorreu em 72 h de fermentagdo utilizando glicerol bruto como fonte de carbono. Nesse
intervalo de tempo a produtividade alcangou valor maximo de 0,069 + 0,007 g.L'h™
Empregando-se glicerol P.A como fonte de carbono a maior produtividade alcancada (0,065 +
0,001 g.L'L.h") ocorreu em 48 h de fermentagio.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel observar que os maiores
valores alcangados de cromaticidade a* e produtividade em biomassa por R. mucilaginosa
CMIAT 164 e R. aurantiaca URM 5726 foram nos ensaios conduzidos com glicerol bruto
como fonte carbono. Dentre as linhagens testadas a levedura que obteve maior destaque nos
processos fermentativos conduzidos com glicerol bruto foi a R. mucilaginosa CMIAT 164
que apresentou maiores valores de cromaticidade a* (+ 11,23 £ 0,1) e produtividade em
biomassa (0,069 + 0,007 g.L"'.h™).

Os resultados obtidos com a ampliagdo volumétrica de 500 mL demonstraram que as
linhagens do género Rhodotorula apresentaram crescimento expressivo nos meios de
fermentagdo contendo glicerol P.A e glicerol bruto como fontes de carbono. Contudo, maiores
valores foram obtidos nas fermentagdes conduzidas com glicerol bruto. Segundo Ciielik et al.
(2008) e Nitayavardhana e Khanal (2011), o glicerol bruto, proveniente do biodiesel, contém
macroelementos importantes para o metabolismo da levedura, tais como calcio, potassio,
magnésio, sddio, enxofre e um teor organico extremamente elevado (540 g.L'! de carbono
organico total (COT)), sinalizando uma preferéncia das leveduras R. aurantiaca URM 5726 ¢
R. mucilaginosa CMIAT 164, por essa fonte de carbono mais complexa.

Os resultados ainda sugerem que o acimulo do metabdlito no meio, relacionou-se a
fase estaciondria de crescimento das linhagens, independentemente da fonte de carbono

avaliada (glicerol P.A ou bruto).

4.4 Fermentagcao em Biorreator de Bancada: Influéncia do
tempo de propagacgéao do inéculo

Os testes iniciais em biorreator consistiram em avaliar a influéncia da idade do indculo
no crescimento e produgcdo de pigmentos. Autores como Aksu e Eren (2005) utilizaram

indculo de Rhodotorula mucilaginosa NRRL-2502, previamente adaptado em meio de
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crescimento, onde as células na fase log foram transferidas para um mesmo meio de cultivo.
Neste sentido, o intuito desta etapa do trabalho foi avaliar in6culo de R. mucilaginosa CMIAT
164 e R. aurantiaca URM 5726 em diferentes periodos de cultivo, visando uma maior
producdo de biomassa, consumo de glicerol e cromaticidade a*, em um menor intervalo de
tempo. Os biorreatores foram inoculados com leveduras em fase exponencial de crescimento
(indculo proveniente de cultivo de 48 h de propagagdo) e com leveduras em fase estacionaria
(inoculo proveniente de cultivo de 120 h de propaga¢do) a partir do cultivo em Erlenmeyers
de 2 L. A Figura 16 representa o perfil da producdo de biomassa e o consumo de glicerol
bruto por R. aurantiaca URM 5726 ¢ R. mucilaginosa CMIAT 164 durante todo processo
fermentativo.

Os experimentos realizados com R. mucilaginosa CMIAT 164, com indculo
proveniente de 48 h de propagacdo, apresentaram maior producdo de biomassa (6,35 + 0,3
g.L!) em 144 h de fermentacdo (Figura 16A). Esse valor é semelhante ao registrado nos
experimentos anteriormente realizados com Erlenmeyers de 2 L utilizando glicerol bruto
como fonte de carbono. A partir de 144 h de fermentagdo, a produ¢do de biomassa
permaneceu constante e, ao final do processo fermentativo apresentou uma pequena queda
nos valores finais de biomassa de 4,95 = 0,2 g.L'!. Nos ensaios conduzidos com indculo
produzido em 120 h, a maior producao de biomassa de R. mucilaginosa CMIAT 164 foi de
5,08 £ 0,2 gL' em 216 h do processo fermentativo. Porém, a maior concentracio de
biomassa de R. aurantiaca URM 5726 observada com 120 h de propagacdo ndo ultrapassou

de 4,01 £0,2 g.L"! e, foi obtida em 144 h de fermentacio.
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Figura 16 — Producdo de biomassa (A) e Consumo de glicerol bruto (B) por Rhodotorula mucilaginosa
CMIAT164 Indculo de 48h (A) e Indculo de 120h (m) e R. aurantiaca URM 5726 Indculo de 48h (@) e Indculo
de 120h ('¥) em biorreator de bancada de 3 L a 30 °C e 150 rpm

Contudo, verificou-se que as curvas de crescimento, independentemente do tempo de
propagacdo dos indculos (48 ou 120 h), apresentaram perfis semelhantes, sinalizando que a
fase estacionaria inicia-se a partir de 72 h.

A Figura 16B mostra o consumo do glicerol bruto pelas linhagens em fun¢do das
diferentes condi¢gdes experimentais. Evidente similaridade no glicerol residual ¢ notada nas
diferentes condicdes experimentais. A particularidade ¢ apenas percebida nas fermentagdes
com R. mucilaginosa CMIAT 164 e indculo com 120 h de propagacdo, onde o consumo de
glicerol foi mais lento. De qualquer modo as curvas de consumo de glicerol indicam que ao
final de 240 h de fermentagao todo o glicerol havia sido consumido, independente do tempo
cultivo dos indculos.

A Figura 17A apresenta os perfis de cromaticidade a* das leveduras. Nos
experimentos realizados com Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164, o maior valor de
cromaticidade a*, empregando in6culo de 48 h, foi em 144 h de fermentagao, alcangando um
valor maximo de + 9,29 + 0,5. Porém, em cultivos realizados com R. aurantiaca URM 5726,
o maximo valor de cromaticidade a* (+ 8,15 £+ 0,4) foi alcangado em 192 h de fermentagao,
no mesmo tempo de propagacdo do indculo. Contudo, nos experimentos realizados com
in6culo de 120 h, independente da levedura, os valores de cromaticidade a* foram inferiores

aos valores encontrados com indculo de 48h.
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Figura 17 — Cromaticidade a* (A) e Produtividade em biomassa (B) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164
Inéculo de 48h (A) e Inoculo de 120h (m) e R. aurantiaca URM 5726 Indculo de 48h (@) e Indculo de 120h (V)
em biorreator de bancada de 3 L a 30 °C ¢ 150 rpm

A produtividade em biomassa (Figura 17B) foi calculada para todos os cultivos com R.
mucilaginosa CMIAT 164 e R. aurantiaca URM 5726. De acordo com o perfil grafico dos
processos fermentativos foi possivel observar que os experimentos realizados com
Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164, que empregaram indculo de 48 h de propagacio,
obtiveram os melhores resultados de produtividade (0,08 + 0,004 g.L'h"). Tais constatacdes
confirmaram que a inocula¢do de uma suspensdo de 48 h de propagacdo tem impacto mais
consideravel na produtividade do processo.

Em geral, a biossintese de metabdlitos é regulada pelos niveis e atividades de enzimas
empregadas no fluxo total de carbono através do sistema metabodlico. A eficiéncia do fluxo
depende da cooperagdo das variaveis individuais envolvidas neste processo e qual caminho ¢
suprimido ou ativado e depende da composicao do meio, do crescimento, das condi¢des de
cultivo, das espécies microbianas e seu estagio de desenvolvimento. O rendimento global de
metabolitos formado estd diretamente relacionado com o rendimento total da biomassa.
Assim, é necessario manter elevadas as taxas de crescimento e a eficiéncia do fluxo de
carbono para a produgdo de carotenoides, a fim de atingir a produtividade maxima desse
metabolito (MAROVA; CERTIK; BREIEROVA, 2011). O emprego de micro-organismos,
em plena atividade metabodlica, foi a estratégia adotada na investigacdo conduzida por
Chatzifragou et al. (2011). Os autores avaliaram a conversdo biotecnologica do glicerol,
derivado do biodiesel, por leveduras do género Rhodotorula sp., empregando uma suspensao

de leveduras na fase exponencial de crescimento (24 h de propagacao).
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O pH foi monitorado diariamente durante o processo fermentativo, as resultados estao
apresentados na Figura 18. O perfil de pH dos meios de fermentagao apresentou uma
tendéncia semelhante para todas as condi¢des avaliadas. Houve variagdo do pH, em relacdo ao
pH inicial, ao longo do processo. Inicialmente o pH manteve-se constante, em torno de 6,6 +
0,4, no entanto, apos 24 horas de fermentagdo, houve uma queda brusca dos valores. No
periodo entre 24 e 48 horas de fermentacdao, o pH dos meios fermentativos caiu de 6,5 para

cerca de 3,0 e, estabilizou-se torno de 2,0 a partir de 72 h até o final do processo fermentativo.
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Figura 18 — Perfil de pH por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164: Inoculo de 48h (A) e Indculo de 120h
(m), e R. aurantiaca URM 5726: Indculo de 48h (@) e Indculo de 120h (V) em biorreator de bancada de 3 L a 30
°Ce 150 rpm

Os testes iniciais em biorreatores com as linhagens do género Rhodotorula mostraram-
se bastante promissores, devido a facilidade de adaptagdo dos micro-organismos a fonte de
carbono e a rapida assimilagdo do glicerol bruto. Desta forma, estabeleceu-se para as
proximas etapas em biorreator o emprego da linhagem R. mucilaginosa CMIAT 164,
propagada em 48 h, uma vez que a sintese de biomassa, pigmentos (cromaticidade a*) e
produtividade em biomassa foram maiores empregando esse micro-organismo nas referidas

condigoes.
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4.5 Influéncia da temperatura na producao de levedura
carotenogénica

Avaliou-se nesta etapa a influéncia de diferentes temperaturas de incubacdo no
processo de producdo de carotenoides por R. mucilaginosa CMIAT 164. As condig¢des
operacionais do biorreator, bem como, o tempo de propagagao do in6culo foram estabelecidas
em funcdo dos resultados ja expostos anteriormente. A faixa de temperatura avaliada foi de 10
a 30 °C, uma que a literatura ressalta que as melhores condi¢des de cultivo de espécies
Rhodotorula ocorrem entre 20 e 30 °C (YEN WEI et al., 2014; CUTZU et al., 2013;
IRAZUSTA et al., 2013; PETRIK et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2013; UNGUREANU et
al., 2013; MAROVA et al., 2011; YEN WEI et al., 2011; BUZINNI et al., 1999).

A Figura 19A representa o perfil de produgdo da biomassa e consumo de glicerol por
R. mucilaginosa CMIAT 164 durante o processo fermentativo. A maior produ¢do de biomassa
(6,35 + 0,3 g.L'!) foi detectada nas fermentagdes conduzidas a 30 °C em 144 h de processo. A
partir de 96 h, iniciou-se a fase estaciondria de crescimento, mantendo-se constante até o final
do processo fermentativo. A 25 °C, que foi a segunda melhor temperatura de crescimento,
apresentou fase estaciondria a partir de 120 h de fermentacdo. A curva de crescimento da
fermentagdo conduzida a 10 °C ndo apresentou o mesmo perfil das demais temperaturas
testadas. A levedura produziu gradativamente, at¢ o final do processo fermentativo, uma
menor quantidade de biomassa. Desta forma, ao final de 240 h de fermentagdo, o valor
méximo alcangado pela levedura foi de 2,66 + 0,1 g.L"! de biomassa.

Resultados semelhantes foram obtidos por Aksu e Eren (2005), os quais avaliaram o
comportamento de Rhodotorula mucilaginosa sobre crescimento e a produ¢do de carotenoides
em diferentes fontes de carbono. De acordo com os resultados obtidos pelos autores, o
crescimento do micro-organismo comecou apo6s a fase lag (9 -10 h). A concentragdo
aumentou exponencialmente até 50 h e a partir de 120 h, a taxa de crescimento atingiu a fase

estacionaria.
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Figura 19 — Produgédo de biomassa (A) e Consumo de glicerol (B) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164
sob diferentes temperaturas de incubag@o 10 °C (A), 15 °C (@), 20 °C (#), 25 °C (m) ¢ 30 °C ('¥) em biorreator
de bancada de 3 L a 150 rpm

Avaliando o perfil de consumo do glicerol (Figura 19B), sob diferentes temperaturas
de incubacgdo, pode-se observar que as curvas apresentaram perfis semelhantes, com exce¢ao
do experimento conduzido a 10 °C, que inicialmente ndo apresentou consumo do glicerol,
mantendo-se constante até¢ 144 h de fermentacdo. A 15 °C ndo houve consumo expressivo de
glicerol entre 48 e 96 h de fermentacdo, havendo consumo gradativo somente apods esse
tempo. Nos dois processos fermentativos houve um acumulo consideravel de glicerol no meio
de cultivo e os valores encontrados para 10 °C e 15 °C foram de 13,25+ 0,7 gL' e 9,53 £0,5
g.L'!, respectivamente. O melhor perfil de consumo de glicerol foi obtido através do
experimento conduzido a 30 °C. A levedura consumiu expressivamente todo o glicerol
presente no meio até final do processo fermentativo.

Bhosale ¢ Gadre (2002) afirmaram que a temperatura ¢ um dos fatores ambientais
mais importantes que influenciam o crescimento € o desenvolvimento dos micro-organismos,
causando alteragdes em muitas vias biossintéticas, inclusive na carotenogénese. A
temperatura exerce controle na concentragdo de enzimas envolvidas na producdo de
carotenoides, controlando, portanto o nivel de carotenoides acumulados pelos micro-
organismos. Em seu trabalho a temperatura e as condi¢des de iluminagdo para o aumento da
producdo de B-caroteno por um mutante de Rhodotorula glutinis foram estudados. De acordo
com os resultados obtidos pelos autores, a temperatura 6tima de crescimento e producdo de
carotenoides ocorreu a 30 °C e sob iluminagdo constante de 1000 lux, sob essas condi¢des o

teor de B-caroteno aumentou 58 %.
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A produtividade em biomassa do processo fermentativo, submetido a diferentes
temperaturas, ¢ apresentada na Figura 20. A maior produtividade em biomassa foi verificada
nos cultivos realizados a 30 °C. O valor méaximo alcangado foi de 0,07 + 0,003 g.L'h,
constatado em 48 horas de fermentagdo. Nas demais temperaturas de incubacdo, a

produtividade ndo ultrapassou 0,04 g.L-'h!.
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Figura 20 — Produtividade em biomassa por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sob diferentes temperaturas
de incubagdo 10 °C (A), 15 °C (@), 20 °C (¢), 25 °C (m) ¢ 30 °C ('¥) em biorreator de bancada de 3 L a 150 rpm

A Figura 21 mostra a producao de biomassa com 144 h de fermentagdo, sob diferentes
temperaturas de crescimento. A temperatura 6tima de crescimento observada foi a 30 °C. As
temperaturas de incubacdo de 15 e 20 °C exibiram um perfil de crescimento muito similar,
entretanto, notou-se que a medida que ocorreu um aumento de temperatura, maiores
concentragdes de biomassa foram detectadas.

Zhang et al. (2014), avaliando a produ¢ao de carotenoides por Rhodotorula glutinis,
em diferentes temperaturas, ressaltam que temperaturas elevadas (~ 44 °C) e baixas (~18 °C)
inibem a taxa de crescimento especifico, a taxa de produc@o de biomassa e a taxa de utiliza¢ao
de nutrientes pela levedura. Os autores pontuam que os melhores resultados foram alcangam
em processos fermentativos conduzidos a 30 °C. Valduga et al. (2009), em uma revisdo de
literatura sobre a produgdo biotecnoldgica de carotenoides, afirmam que temperaturas acima
de 30 °C afetam a producdo de carotenoides, uma que interferem na atividade otima das

enzimas envolvidas na sintese de carotenoides.
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Figura 21 — Producdo de biomassa em 144 horas de fermentacdo por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164
sob diferentes temperaturas de incubagdo (10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C ¢ 30 °C) em biorreator de bancadade 3 L a
150 rpm

Avaliou-se também neste ensaio experimental a concentracdo de carotenoides
produzidos por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 para cada temperatura estabelecida.
Porém, devido a auséncia de pigmentacao caracteristica dos carotenoides, aliado a uma menor
producgdo de biomassa, ndo foi possivel quantificar os carotenoides totais a 10 °C.

Levando-se em consideracdo as dificuldades na extragdo de carotenoides de espécies
Rhodotorula, o que sinaliza a literatura consultada e que Rhodotorula mucilaginosa CMIAT
164 inicia a fase estaciondria de crescimento a partir de 96 h, estabeleceu-se que os
carotenoides totais seriam determinados a partir de 120 h do processo fermentativo. Alguns
autores mencionam que a produgdo de carotenoides por espécies Rhodotorula ocorre apds 80-
90h do processo fermentativo. Petrik et al. (2013) e Marova et al. (2012) avaliando a
producdo de carotenoides, em biorreator com diversos micro-organismos, incluindo a
Rhodotorula glutinis, observaram que a produ¢ao maxima de carotenoides foi obtida apos 80-
90 h de fermentacdo. Marova et al. (2011) demonstraram em seu trabalho que a maxima
producao B-caroteno foi obtida em cultivos com linhagens em fase estacionaria, apos 80 h de
fermentagao. Maldonade et al. (2012) observaram uma maxima concentracao de carotenoides
apds 120 h de fermentagdo utilizando linhagens de Rhodotorula mucilaginosa, isoladas do
ecossistema brasileiro. Schneider et al. (2013) avaliaram a produ¢do de carotenoides por
Rhodotorula glutinis ATCC 15125 em meios contendo efluentes de cervejaria combinado
com outras fontes de carbono como glicose e agucar comercial. A maior producdo de
carotenoides foi obtida com 168 h de fermentagdo em todos os meios de cultura avaliados.

Aksu e Eren (2007) testando diferentes residuos agroindustriais, como fontes de carbono,
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observaram que a produ¢ao maxima de carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa ocorreu
no final da fase estacionaria com 240 h de fermentacgao.
A produgdo de carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 em diferentes

temperaturas de incubagdo ¢ apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Produgdo de carotenoides em (mg.g™") por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 a partir de 120

horas de fermentagdo sob diferentes temperaturas de incubagdo (15 °C, 20 °C, 25 °C e 30 °C) em biorreator de

bancada de 3 L a 150 rpm

Tempo (h) 15°C 20 °C 25 °C 30 °C
120 0,515 + 0,02 0,386 + 0,01 0,205 = 0,01 0,339 £ 0,01
144 0,202 + 0,01 0,325 + 0,02 0,300 = 0,01 0,340 = 0,01
168 0,239 + 0,01 0,525 + 0,02 0,476 + 0,02 0,440 + 0,02
192 0,268 + 0,01 0,432 + 0,02 0,410 + 0,02 0,546 + 0,02
216 0,348 + 0,01 0,267 + 0,01 0,514 + 0,02 0,490 + 0,02
240 0,290 + 0,01 0,278 + 0,01 0,500 + 0,02 0,394 + 0,01

As determinagdes de carotenoides foram realizadas a partir de 120 h até o final do
processo fermentativo. Desta forma, a maior producio de carotenoides (0,546 + 0,02 mg.g™")
foi observada a 30 °C em 192 h de fermentacao. A fermentacdo conduzida a 20 °C apresentou
producdo semelhante de carotenoides (0,525 + 0,02 mg.g"') com 168 h de fermentagdo. O
cultivo incubado a 15 °C registrou a menor producio de carotenoides (0,202 + 0,01 mg.g™)
em 144 h de fermentacdo. Em todas as condi¢des avaliadas ¢ interessante apontar que os picos
de producao de carotenoides nao coincidiram com as maiores determinag¢des de biomassa.

A produtividade em carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164, em
func¢do de diferentes temperaturas de incubacdo, ¢ apresentada na Figura 22. As maiores
produtividades em carotenoides foram verificadas nos cultivos realizados a 20 e 30 °C. Os
valores maximos alcangados nos processos conduzidos a 20 e 30°C foram 0,0031 + 1,56E*

mg.g'h! (em 168 h) e 0,0029 = 1,41E* mg.g'h! (em 120 h), respectivamente.
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Figura 22 — Produtividade em carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sob diferentes
temperaturas de incubagdo 15 °C (e), 20 °C (¢), 25 °C (m) e 30 °C ('¥) em biorreator de bancada de 3 L a 150
rpm

Na Figura 23 sdo apresentados os resultados de velocidades especificas de producgdo
de biomassa (uX), consumo de glicerol (uS) e carotenoides (uP) nas diferentes condi¢des

experimentais avaliadas.
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Figura 23 — Velocidades especificas para a produgdo de biomassa (A), consumo de glicerol (B) e producao de
carotenoides (C) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sob diferentes temperaturas de incubacdo 10 °C
(A), 15°C (9),20°C (#),25°C (m) e 30 °C ('¥) em biorreator de bancada de 3 L a 150 rpm.
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Em todas as temperaturas investigadas, verificou-se que os perfis das velocidades para
biomassa, glicerol e carotenoides sugerem uma tendéncia ao metabolismo secundario, tipico
em fermentacdes com Rhodotorula para produzir carotenoides. Em todas as temperaturas de
cultivo avaliadas, as velocidades especificas de consumo de glicerol (uS) comecam a sofrer
queda acentuada partir de 48 h, permanecendo relativamente baixas até o fim do processo
fermentativo. Em contrapartida, as respectivas velocidades especificas de producao de
carotenoides (uP) atingem o pico em 120 h. Verificou-se também que para a velocidade
especifica de produ¢do de biomassa (LX) e consumo de substrato (uS), as maiores valores
foram obtidos a 30 °C. Para a velocidade especifica de produgdo de carotenoides (uP), a
queda da temperatura de 25 para 15 °C favoreceu o aumento do valor da velocidade
especifica méaxima, de 0,00047 h!' a 25 °C para 0,00116 h™" a 15 °C. Valor muito préximo foi
alcangado nos cultivos conduzidos a 30 °C (0,00106 h).

Como destacam Marova, Certik e Breierova (2011) e Mata-Gomez et al. (2014),
metabolismo secundario ¢ um termo para vias de metabolismo que nao sao absolutamente
necessarias para a sobrevivéncia do organismo. A inducdo do metabolismo secundério estd
ligada a determinadas condi¢cdes ambientais ou estddios de desenvolvimento. Quando os
nutrientes estdo esgotados, os micro-organismos comeg¢am a produzir uma variedade de
metabolitos secunddrios, a fim de promover a sobrevivéncia. O acumulo de pigmento
carotenoide na maioria das leveduras tem inicio na fase logaritmica tardia e continua na fase
estacionaria (metabolitos tipicamente secundarios), bem como, a presenca de uma fonte de
carbono adequada ¢ importante para a biossintese de carotenoides durante a fase em que nao
ha crescimento.

Echavarri-Erasun e Johnson (2002) refor¢am as afirmagdes dos autores anteriores, ao
discorrerem que espécies de fungos sdao frequentemente descritas como fontes de produtos
secundarios do metabolismo, bem como, os organismos utilizados na produ¢ao de alimentos
para seres humanos. A sintese de pigmentos carotenoides em leveduras comega durante a fase
logaritmica tardia continua na fase estaciondria, na presenca de uma fonte de carbono de
confianga para a biossintese de carotenoides durante a fase estacionaria. Para Tkacova et al.
(2015), o género Rhodotorula se caracteriza pela produgdo de glicogénio metabdlico durante a
fase exponencial de crescimento e pela producdo de grandes quantidades de pigmentos e
lipideos durante a fase estaciondria.

O pH foi também avaliado durante os processos fermentativos, conduzidos sob
diferentes temperaturas (Figura 24). O comportamento do pH para todos os processos

fermentativos da R. mucilaginosa CMIAT 164 foram similares, exceto para o processo
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conduzido a 10 °C. Nesta temperatura o micro-organismo apresentou menor produgdo de
biomassa e consumo mais lento do glicerol, consequentemente apresentou uma menor

varia¢do do pH ao longo do processo fermentativo.
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Figura 24 — Perfil de pH por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sob diferentes temperaturas de incubacdo
10°C (A), 15°C (@), 20 °C (#),25°C (m) e 30 °C ('¥) em biorreator de bancada de 3 L a 150 rpm

Com relagdo aos demais ensaios, percebeu-se uma queda brusca do pH entre 24 ¢ 96 h
de fermentagdo. Apds esse periodo, o pH manteve-se constante, em torno de 3,0, até a
finalizacdo do processo fermentativo. Saenge et al. (2011), realizando ensaios com
Rhodotorula glutinis para a produgdo de carotenoides, utilizando glicerol bruto como fonte de
carbono, demonstraram que o pH do meio de cultura diminuiu de 6,0 para 4,3 utilizando
reatores de 2L sem controle de pH. Os autores indicam que a queda do pH ocorreu
provavelmente pela producdo de éacidos organicos pela levedura. Tal constatacdo pode ser
reforcada pelos valores de pH detectados nos cultivos a 15 °C. Nessa condi¢do foi
determinada a menor produ¢do de biomassa (2,66 + 0,33 g.L!) com valores de pH, que
oscilaram entre 5 e 6, durante praticamente todo processo fermentativo. Sinalizando, que no
referido ensaio experimental, a baixa producdo de biomassa ndo repercutiu na sintese de

acidos organicos, responsaveis pela queda nos valores de pH do meio de fermentagao.
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4.6 Influéncia do pH na producao da levedura
carotenogénica

Para investigar a influéncia do pH na producdo de carotenoides estabeleceram-se as
condi¢des operacionais anteriores € a temperatura de condugdo do processo a 30 °C. Além da
temperatura, o pH também interfere diretamente no desempenho dos micro-organismos
durante os processos fermentativos. Schmidell (2001) e Lima e Mota (2003) afirmaram que a
escolha dos valores de temperatura e pH deve ser criteriosa e, de acordo com o metabolismo
microbiano. Tais varidveis influenciam diretamente na atividade microbiana, podendo
contribuir tanto para estabelecer condig¢des seletivas, minimizando possiveis contaminagoes,
como também podem afetar a morfologia da célula e indiretamente interferir na produtividade
do processo.

Nesta etapa avaliou-se o desempenho da R. mucilaginosa CMIAT 164 na produgao de
biomassa, consumo de glicerol e carotenoides ao manter-se o pH constante em 3,0; 4,0; 5,0;
6,0 e 7,0 durante todo o processo fermentativo. O perfil da producdo de biomassa e o
consumo de glicerol sob diferentes controles de pH do processo fermentativo esta ilustrado na
Figura 25. A maior producio de biomassa (8,85 + 0,4 g.L'') a 216 h de processo foi verificada
quando a fermentacdo foi controlada em pH 6. Comparativamente, a concentracdo de
biomassa na fermentagio sem controle nio ultrapassou 5,17 g.L'!. Luo et al. (2013) estudando
o impacto do controle de pH na producdo de biomassa de leveduras em biorreator,
empregando glicose como fonte de carbono no meio fermentagdo, observaram efeito similiar
ao aqui demonstrado. Os autores constataram que o controle de pH em valores mais elevados
favoreceu o crescimento celular e o consumo da fonte de carbono. No processo fermentativo
conduzido por Luo et al. (2013), em pH 7 (o maior valor controlado), a concentragdo de
biomassa foi a maior obtida (13,8 £ 0,63 0,32 g.L'}).

A partir de 120 h de fermentag@o o crescimento da levedura manteve-se constante até
o final do processo (Figura 25A). Producdo de biomassa, semelhante a desse estudo, foi
encontrado por Papanikolaou et al. (2008) utilizando Mortierella isabellina, cultivado em
biorreator (batelada simples), com produ¢io de 8,5 g.L! de biomassa quando empregou-se
glicerol bruto como fonte carbono. Observando as condi¢des de crescimento utilizadas por
Malisorn e Suntornsuk (2008), com o género Rhodotorula, a melhor producao de B-caroteno
por R. glutinis DM28 em biorreator, empregando salmoura de rabanete, ocorreu em processos

fermentativos conduzidos a 30 °C, com controle de pH em 6 e a 150 rpm. No presente
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trabalho, com Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164, os parametros 6timos de temperatura,

pH e agitacdo foram os mesmos da investiga¢ao anteriormente citada.
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Figura 25 — Produgdo de biomassa (A) e Consumo de glicerol (B) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164
sob diferentes controles de pH 3,0 (A), 4,0 (®), 5,0(¢), 6,0 (¥), 7,0 (o) e sem ajuste de pH - controle (m) em
biorreator de bancada de 3 L a 30 °C e 150 rpm

Avaliando os perfis do consumo de glicerol da Figura 25B, foi possivel perceber que a
R. mucilaginosa CMIAT 164 ao ser submetida a diferentes pHs de cultivo, apresentou valores
de consumo semelhantes, com excecdo do experimento conduzido em pH 3, que ao final do
processo fermentativo apresentou glicerol bruto acumulado no meio (7,23 = 0,3 g. L.
Observando os perfis das curvas de consumo de glicerol dos experimentos conduzidos em pH
4,0; 6,0 e 7,0, verificou-se o esgotamento da fonte de carbono a partir de 144 h de
fermentagdo. Em contrapartida, o experimento controle (sem ajuste de pH), neste mesmo
intervalo de tempo, apresentava glicerol disponivel (4,11 + 0,2 g.L!). De acordo com os
dados apresentados neste ensaio experimental, os melhores valores observados de produgdo
biomassa, carotenoides e consumo de glicerol bruto, foram quando se controlou o pH do
processo fermentativo em 6, adicionando hidroxido de sédio como reagente de equilibrio do
pH.

A produtividade em biomassa dos processos fermentativos, submetidos a diferentes
controles de pH, ¢ verificado na Figura 26. Em termos de produtividade, a fermentacao
conduzida em pH 6,0 foi mais eficiente (proximo de 0,08 £ 0,003 g.L'.h"). O pico de
producdo foi verificado com 24 horas de fermentagdo. A menor produtividade em biomassa

(0,03 £ 0,002 g.L'h!) foi registrada em 144 h de fermentagdo, ao controlar-se o pH em 4,0.
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Figura 26 — Produtividade em biomassa por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sob diferentes controles de
pH 3,0 (A), 4,0 (e),5,0(¢), 6,0 (V),7,0(0) e sem ajuste de pH - controle (m) em biorreator de bancadade 3 L a
30°Ce 150 rpm

A producdo de carotenoides por R. mucilaginosa CMIAT 164 foi avaliada sob
diferentes controles de pH (Tabela 5). As maiores determinag¢des de carotenoides foram
verificadas nas fermentagdes que apresentavam controle de pH em 6,0 e 7,0. O experimento
controle apresentou produ¢iio maxima de 0,546 + 0,02 mg.g”' de carotenoides em 192 h de
fermentagdo, enquanto a fermentacdo conduzida em pH 6 apresentou maior producdo de -
caroteno (0,576 = 0,02 mg.g™!) e foi verificada em 144 h de fermentagdo. J4 a fermentacio
conduzida em pH 7 produziu 0,550 + 0,02 mg.g™' de B-caroteno em 168 h de fermentagio. No
estudo de Valduga et al. (2009) a levedura Sporobolomyces ruberrimus apresentou mudangas
sobre o conteudo de carotenoides quando alterou-se o pH inicial do meio. A carotenogénese e
o crescimento foram induzidos pela elevacao do pH de 3,5 a 6,0, sendo o pH 6,0 6timo para o
crescimento celular e formagdo de pigmento (38,7 mg.L!). Similarmente, no estudo aqui
apresentado, o controle de pH em 6 no meio contendo glicerol bruto favoreceu o aumento da
producdo de carotenoides. Aksu e Eren (2007) também demonstraram que as maiores
produgdes de carotenoides por Rhodotorula glutinis foram obtidas em pH 6 e a concentragdo

maxima de biomassa foi atingida nos experimentos conduzidos com pH inicial de 6,5.
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Tabela 5 — Producdo de carotenoides em (mg.g™") por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 a partir de 120

horas de fermentagdo sob diferentes controles de pH (3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e sem ajuste de pH — controle) em

biorreator de bancada de 3 L a 30 °C e 150 rpm

Controle (sem

Tempo (h) Ak ) pH 3 pH 4 pHS pH 6 pH7
120 0,339+ 0,01 0,341 £ 0,01 0,09 £ 0,005 0,202+ 0,01 0,326 +0,01 0,338 +0,01
144 0,340+ 0,01 0,455+ 0,02 0,213 £ 0,01 0,251 +0,01 0,576 £0,02 0,356 + 0,01
168 0,440 + 0,02 0,226 + 0,01 0,256 = 0,01 0,148+0,007  0,314+0,01 0,550+ 0,02
192 0,546 = 0,02 0,175+ 0,01 0,320+ 0,01 0,249 £ 0,01 0,310+0,01  0,312+0,01
216 0,490 £+ 0,02 0,215+ 0,01 0,068 £ 0,003 0,236+ 0,01 0,355+0,01 0,269+ 0,01
240 0,394 + 0,01 0,273 £ 0,01 0,102+0,005 0,262+ 0,01 0,274+0,01 0,228 +0,01

A produtividade em carotenoides por R. mucilaginosa CMIAT 164, sob diferentes

controles de pH, ¢ apresentada na Figura 27. Observando todas as condi¢gdes experimentais, a

maior produtividade em carotenoides (0,004 + 2E* gL'h') foi obtida em 144 h de

fermentag¢do quando controlou-se o pH em 6.
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Figura 27 — Produtividade em carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 sob diferentes controles
de pH 3,0 (A), 4,0 (e), 5,0(¢), 6,0 (V¥),7,0 (o) e sem ajuste de pH - controle (m) em biorreator de bancada de 3

4.7

La30°Ce 150 rpm

Influéncia do aumento do volume de inéculo no
processo fermentativo

O aumento da concentragao de inoculo de R. mucilaginosa CMIAT 164 nos meios de

fermentacdo foi avaliado nessa etapa da investigagdo. O perfil da curva de crescimento da R.

mucilaginosa CMIAT 164 nas diferencas condic¢des ¢ apresentado na (Figura 28A). A injecao

de maiores concentragdes de indculo no biorreator repercutiu no perfil de crescimento de R.
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mucilaginosa CMIAT 164, claramente houve aumento na producao de biomassa. Registrou-se
produgdo de 12,12 + 0,2 gL' de biomassa em 168 h de fermentagio. O percentual de

aumento, comparando o experimento controle, foi proximo de 30%.
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Figura 28 — Producdo de biomassa (A) e Consumo de glicerol (B) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164
em volume de indculo 2,0 g.L! (A) e indculo de 0,1 g.L! - controle (V) em biorreator de bancada de 3 L a 30
°C e 150 rpm

As curvas de consumo de glicerol bruto foram similares (Figura 28B). Observou-se
que nos experimentos inoculados com 0,1 g.L"! de levedura, o esgotamento do glicerol bruto

ocorreu mais rapidamente, exaurindo-se em 144 h de fermentacao. O esgotamento do glicerol

bruto na dorna inoculada com 2,0 g.L"! de levedura foi registrado ap6s 192 h de fermentagao.

A Tabela 7 apresenta o perfil de carotenoides sintetizados pela levedura durante o
processo fermentativo. A fermentacio conduzida com indculo de 2,0 g.L! apresentou valor
méximo de produgdo de carotenoides (0,514 = 0,01 mg.g™!) em 192 h de fermentagio. Embora
a fermentagdo controle tenha registrado a maior produ¢do de carotenoides (0,576 + 0,02 mg.g
1) em 144 h de fermentagio, observou-se, de um modo geral, que a produg¢io de carotenoides
foi sutilmente melhor nos experimentos inoculados com 2,0 g.L"! de massa seca. O aumento
da concentracdo de indculo provavelmente interferiu na transferéncia de massa em relagao ao
substrato, produto e oxigénio. Além disso, ndo houve alteracdo de parametros do processo
fermentativo tais como o sistema agitacao e aeracdo, que fornece oxigénio para a manutencao
da atividade respiratéria de um certo conjunto de células e desempenha um papel importante

na taxa de crescimento e producao carotenoides.
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Tabela 6 — Produgdo de carotenoides por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 em fermentagdo com inoculo

de 2,0 g.L'! (A) e controle (V) em biorreator de bancada de 3 L a 30 °C e 150 rpm

Tempo (h) Controle Inéculo de 2,0 g.L!
120 0,326 + 0,01 0,296 £ 0,01
144 0,576 £ 0,02 0,321 £0,01
168 0,314+ 0,01 0,355+ 0,02
192 0,310 £ 0,01 0,514+ 0,01
216 0,355+ 0,01 0,388 + 0,02
240 0,274 + 0,01 0,375 + 0,007

O aumento do volume de in6culo proporcionou um pequeno aumento na concentragao
de biomassa em relagdo ao experimento controle, porém, ndo impactou consideravelmente no
aumento da produgdo de carotenoides € no consumo do glicerol bruto. Possivelmente o
aumento da concentragao de indculo, mantendo constante o oxigénio dissolvido em torno de 1
vvm, ndo mostrou-se adequado ao processo. De acordo com Schimidell et al. (2011), ao
abordarem bases tedricas que permitem o estudo de transferéncia de oxigénio do ar para o
meio liquido e estudos sobre a respiragdo microbiana, preconizam que células que estejam
crescendo em alta velocidade tendem apresentar elevada velocidade de consumo da fonte de
carbono, assim como elevada velocidade de respiragdo. Demonstrando assim que para suprir
as necessidades metabolicas de um maior volume de indculo, seria necessario aumentar a

quantidade de oxigénio dissolvido.

Malisorn e Suntornsuk (2008) avaliaram a otimizagdo da produgdo de B-caroteno por
R. glutinis, em meio contendo salmoura de rabanete, através dos pardmetros pH, temperatura
e oxigénio dissolvido. Os autores afirmaram que um aumento no percentual de oxigénio
dissolvido desencadeou aumento na produgdo de biomassa e de f-caroteno em cultivos com
R. glutinis DM28. O suprimento de oxigénio durante o processo fermentativo possui uma
forte influéncia nas atividades respiratdrias e atividades enzimaticas da levedura. A aeragdo ¢
um parametro importante, uma vez que a carotenogénese ¢ um processo aerobio e a taxa de
fluxo de ar sobre a cultura de levedura ¢ um fator essencial para a assimilagdo do substrato,

taxa de crescimento celular e carotenogénese (MATA-GOMEZ et al., 2014).
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4.8 Testes preliminares da alimentacao do biorreator

A fim de aumentar viabilidade do processo fermentativo foram realizados dois testes
preliminares de alimentagdo nos biorreatores. As condi¢des de 30 °C e pH 6 foram utilizadas
em ambos os experimentos. Em um dos ensaios, a dorna foi alimentada com meio de cultivo
FCC (composi¢do em g.L!: 64,0 de glicerol bruto; 1,0 de extrato de levedura; 1,0 de
K2HPO4; 5,0 de (NH4)2SO4 e 0,5 de MgS04.7H20) contendo somente fonte de carbono
concentrada. Num segundo ensaio, a dorna foi alimentada com meio de cultivo MCC
(composi¢do em g.L!: 64,0 de glicerol bruto; 3,2 de extrato de levedura; 3,2 de K2HPO4; 16,0
de (NH4)2SO4 e 1,6 de MgS04.7H20), onde todos os constituintes do meio de fermentagao
foram concentrados. A alimentag¢do da dorna teve inicio a partir de 96 h e foi alimentada com
125 mL de meio por dia, durante 4 dias seguidos, até 192 h de fermentagao.

A Figura 29 mostra o perfil das curvas do consumo de glicerol e concentragdo de
biomassa por R. mucilaginosa CMIAT 164 em biorreator durante 240 h de fermentagdo nas
diferentes condi¢des de alimentagao.

Avaliando o perfil das curvas de crescimento da Figura 29A, foi possivel perceber que
a alimentacdo do biorreator ndo repercutiu em mudancas no perfil de biomassa quando
compara-se a fermentagdo controle. As concentragdes de biomassa determinadas foram
semelhantes para todas as condigdes analisadas. Os maiores valores de biomassa obtidos
foram registrados no final de 240 h de fermentagdo, apresentando 8,75 + 0,4 g.L'!, 10,1 £ 0,5
g.L 19,40+ 0,5 g.L ! para os ensaios controle, FCC e MCC, respectivamente.
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Figura 29 — Producdo de biomassa (A) e Consumo de glicerol (B) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164
sob diferentes meios de alimentag¢do: FCC (A ) e MCC (m) — a partir de 96 h e término em 192 h de fermentagéo
e condicio CONTROLE () em biorreator de bancada de 3 L a 30 °C ¢ 150 rpm.

Avaliando o consumo de glicerol bruto (Figura 29B) por R. mucilaginosa CMIAT 164
durante os processos de batelada alimentada observou-se que a fonte de carbono no
experimento controle esgotou-se em 144 h de fermentacdo. A alimentagdo dos biorreatores foi
iniciada no fim da fase “log” de crescimento da levedura (96 h de processo) e prolongou-se
até 192 h de fermentagdo. O perfil de consumo de glicerol bruto nas diferentes condi¢des de
alimentag¢do (meio FCC e meio MCC) foram similares. Notou-se que a injecdo de glicerol
bruto nos biorreatores provocou queda na velocidade de consumo desse substrato pela
linhagem. A concentracdo de glicerol residual presente no meio fermentado ao final de 240 h
foi de 4,8 £ 0,2 gL' € 6,30 + 0,3 g.L! para as dornas alimentadas com meio FCC e MCC,
respectivamente. E interessante destacar, que a presenca da fonte de nitrogénio no meio MCC
ndo repercutiu no perfil de consumo do glicerol bruto.

Com relacdo a produgdo de carotenoides pela levedura (Tabela 6), observou-se que a
maior produg¢io ocorreu na batelada controle em 144 h de fermentacdo (0,576 + 0,02 mg.g™).
Nas bateladas alimentadas, a produgdo de carotenoides alcangou os maiores valores em 216 h
de fermentagdo, na fase estaciondria do processo fermentativo, registrando-se 0,479 + 0,02
mg.g! e 0,340 + 0,01 mg.g' para dornas alimentadas com meio FCC e MCC,

respectivamente.
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Tabela 7 — Produgdo de carotenoides em (mg.g") por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT164 sob diferentes
meios de alimentagdo: FCC, MCC e condigdo CONTROLE em biorreator de bancada de 3 L a 30 °C e 150 rpm

Tempo (h) Controle Meio de Alimentacao Meio de Alimentac¢io
(sem alimentacio) FCC MCC
120 0,326 = 0,01 0,233+ 0,01 0,168 = 0,008
144 0,576 = 0,02 0,234 + 0,01 0,157 = 0,008
168 0,314+ 0,01 0,282 + 0,01 0,276 = 0,01
192 0,310+ 0,01 0,305 + 0,01 0,250+ 0,01
216 0,355 +£0,01 0,479 + 0,02 0,340 £ 0,01
240 0,274 + 0,01 0,152+ 0,01 0,176 + 0,009

Segundo Almanza et al. (2014) o glicerol bruto utilizado como unica fonte de carbono
e o sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio para a produgdo de carotenoides, a partir de
Rhodotorula glutinis TISTR 5159, aumentou o actimulo de carotenoides. Os autores
demonstraram producdes de carotenoides em torno de 135,0 mg.L™'. Yen Wei et al. (2014)
estudaram a influéncia da batelada alimentada sobre o crescimento de Rhodotorula glutinis
em diferentes tipos de reatores utilizando glicerol bruto como fonte de carbono. O biorreator
airlift de 50 L e o reator tanque agitado de 15 L foram alimentados até 120 h de fermentagao.
Os valores maximos de carotenoides obtidos, ao final do processo fermentativo, foram de
1.417 mg/g e 1.163 mg/g, respectivamente. Diferentemente, os dados aqui apresentados,
sugerem que a presenca da fonte de nitrogénio nos meios de alimentacdo nao desencadeou um
aumento na producdo de carotenoides. Kitchia e Cheirsilp (2012) avaliaram um processo em
batelada alimentada, com linhagens do género Rhodotorula, empregando diferentes meios de
alimentagdes, preparados com sulfato de amonia e distintas concentragdes de glicerol. A
alimentac¢do iniciou-se a partir de 60 h e foi repetida a cada 12 h até 120 h de fermentagdo. Os
resultados demonstraram que houve um aumento consideravel na producdo de biomassa e
lipideos ao aumentar a concentragdo da fonte de carbono em 12%.

A alimentac¢do do biorreator, em condi¢des previamente estabelecidas, com meio de
cultivo FCC e MCC proporcionou um pequeno aumento da biomassa celular, porém,
provocou uma diminui¢ao na producdo de carotenoides pela levedura. Ao alimentar a dorna
com meio de cultivo concentrado, variando-se principalmente a concentragdo da fonte de
carbono, percebeu-se que ao final do processo fermentativo havia acimulo desse substrato no
meio de fermentacdo, o que possivelmente pode ter inibido o aumento da producdo de
biomassa celular e consequentemente a sintese de carotenoides. Ja que a levedura em estudo ¢
estritamente aerobia, outro fator que deve ser levado em consideragdo € a concentracdo de
muitos constituintes dissolvidos no liquido, que reduzem a concentracdo de saturagcdo do

oxigénio em relagdo ao valor observado para a adgua.
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Schimidell et al. (2001) afirmam que o efeito do substrato se manifesta quando um
valor alto da concentragdo inicial do substrato pode, ao invés de aproximar a velocidade
especifica de crescimento (ux) a maxima velocidade especifica de crescimento (max),
provocar efeito contrario, ocasionando uma inibi¢do no crescimento celular. Os autores ainda
afirmam que a concentracdo de oxigénio dissolvido em solugdes saturadas, quando se
dissolvem outras espécies quimicas em um liquido, ¢ reduzida. Além disso, os micro-
organismos, ao consumirem esses nutrientes ao longo do tempo, langam produtos de
metabolismo no meio, que modificam ainda mais composi¢do quimica e consequentemente

alteram a concentragdo de oxigénio dissolvido na saturagao.
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CONCLUSOES

O estudo demonstrou a aplicabilidade do glicerol bruto como fonte alternativa de
carbono em processos biotecnoldgicos, constituindo uma fonte vidvel ao crescimento de
leveduras carotenogénicas.

Rhodotorula aurantiaca URM 5726 apresentou melhor desempenho em produtividade
em biomassa e producdo de pigmentos carotenoides na etapa de selecdo das leveduras
empregando glicerol P.A como fonte de carbono.

Os resultados dos ensaios realizados em Erlenmeyers de 2L demonstraram o
desempenho superior do glicerol bruto em comparagdo ao glicerol P.A nos testes realizados
com Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 e Rhodotorula aurantiaca URM 5726.

A Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 e Rhodotorula aurantiaca URM 5726
foram capazes de tolerar as impurezas presentes no glicerol bruto e foram eficientes na
bioconversao do glicerol bruto em biomassa rica em carotenoides.

A Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 apresentou melhor desempenho nos ensaios
de tempo de propagacdo do indculo e foi selecionada para os experimentos posteriores
realizados em biorreatores.

A sintese de biomassa, o consumo de glicerol e a produgdo de carotenoides por R.
mucilaginosa CMIAT 164, nos ensaios em biorreator, alcancaram valores satisfatdrios
quando controlou-se o pH em 6 e manteve-se a temperatura em 30 °C durante a conducao do
processo fermentativo.

O aumento da concentragdo do indculo e as estratégias de alimentagdao do biorreator,
nas condi¢gdes avaliadas, ndo impactaram consideravelmente no aumento da producdo de
biomassa e carotenoides por R. mucilaginosa CMIAT 164.

De forma geral, os processos fermentativos conduzidos com o género Rhodotorula
mucilaginosa CMIAT 164 empregando o glicerol bruto para a produ¢ao de biomassa rica em

carotenoides foram tecnicamente viaveis.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nas fermentagdes realizadas em biorreatores, parametros operacionais tais como,
agitacdo e aeragdo poderdo ser aplicadas em diferentes combinagdes com a finalidade de
aumentar a produgdo de biomassa e carotenoides.

Fermentagdes em regime alimentado poderdo ser conduzidas apds a otimizagdo de
parametros como agitagao e aeracao atraves de delineamento experimental.

Investigacdes sobre o estresse oxidativo de leveduras, durante a sintese de pigmentos
carotenoides, poderdo ser incorporadas aos novos estudos.

Novas combinagdes de meio de cultivo poderdo ser empregadas para melhorar o
processo fermentativo. Outras fontes alternativas de carbono (melago de cana-de-agucar,
sacarose, soro de leite, xarope de milho e xarope de caju, etc.) poderdo ser combinadas ao
glicerol bruto para serem testadas.

O desempenho de diferentes fontes de nitrogénio poderd ser avaliada, através de
delineamento experimental, em meios de cultivo contendo glicerol bruto para a produgdo de

pigmentos carotenoides.
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ANEXO A

Caracteristicas Fisico-Quimicas do Glicerol Bruto cedido pela UBQ/Petrobras

Caracteristicas Método Resultado Unidade
Metanol EN 14110 0,365 % massa
Aspecto Visual L ® tragos
Cor Visual amarelo tragos
2D§f}éldade absoluta a D 4052 1260,3 ke/m’
Umidade E 203 12,76 % m/m
Cinzas em glicerina BIO 1000 4,9 % m/m
Glicerol em glicerina BIO 1002 80,9 % m/m
Cloretos em glicerina BIO 1001 3,88 % m/m
Determinacgao de o
Teor de MONG @ ISO 2464 1,44 %
pH BIO 1012 5,5 tragos

(1) LII: Limpido e isento de impurezas a 24°C (UBQ, 2010)

(2) MONG (matéria (organica) nao glicerol) em glicerina
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ANEXO B

Teste de crescimento em Sabouraud original e Sabouraud modificado com

Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 conduzido em Erlenmeyer de 2 L.
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Figura 30 — Produg@o de biomassa (A) e Cromaticidade a* (B) por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 em

meio contendo Sabouraud original (A) e Sabouraud modificado (V) conduzido em Erlenmeyer de 2 L por 240
h, 30° C e 150 rpm
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Figura 31 — Consumo de glicerol por Rhodotorula mucilaginosa CMIAT 164 em meio contendo Sabouraud
original (A) e Sabouraud modificado (V) conduzido em Erlenmeyer de 2 L por 240 h, 30° C e 150 rpm
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